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I N T R O D U C C I O N
-2-
Parece hoy en dîa bastante probable que la evolucion biologica 
comenzo en una epoca en que la tierra tenia una atmosfera reducto- 
ra, de forma que la sîntesis de las primeras substancias orgânicas 
ocurriô en condiciones anaerobias. Se supone enfonces, que los pri^ 
meros organismos utilizaron un metabolismo anaerobio como medio de 
obtenciôn de energîa. Solo después, y gracias a la fotosîntesis, 
la atmosfera terrestre fue aumentando su contenido en oxîgeno has- 
ta llegar a la situacion actual. Este cambio quîmico graduai se _ 
fue reflejando en la evoluciôn biolôgica, de forma que gran numéro 
de especies, no solo desarrollaron los medios para protegerse de 
este nuevo elemento altamente oxidante, sino que lo incorporaron 
a su maquinaria celular para extraer energîa mas eficientemente 
mediante el metabolismo aerobio. Sin embargo, existen bastantés e^
I
pecies, como los microorganismos o los parâsitos intestinales, que 
siguen teniendo un metabolismo anaerobio como ûnico medio de ejc-- 
tracciôn de energîa. De entre todos los grupos animales, los v j s r -  
tebrados han explotado al mâximo el metabolismo aerobio, aunque _ 
reteniendo una capacidad limitada para obtener energîa de modo _ 
anaerobio en situaciones extremas o de pobreza de oxîgeno en el me^  
dio.
i
El metabolismo aerobio suponé enfonces una dependencia respe£ 
to al oxîgeno, que limita la distribuciôn de muchas especies en
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ciertas areas tales como la grandes alturas, las profundidades 
acuaticas o zonas que, como las aguas estancadas, suponen una po­
breza en oxîgeno. La persistencia en mayor o menor grado de un m£ 
tabolismo anaerobio relativamente eficiente détermina la capacidad 
mayor o menor de las distintas especies para vivir en esos hâbitats 
o al menos, para sobrevivir durante un lapse de tiempo en condiciq 
nes desfavorables respecte al oxîgeno. En esta situacion, los poi- 
quilotermos, al poder mantener tasas metabôlicas mas bajas que las 
de los mamlferos o las aves, gozan de una mayor independencia re_s 
pecto al oxîgeno. Por otra parte, si la falta de oxîgeno es un fac 
ter limitante en el reine animal, es conocido que su administra- 
ciôn en dosis superiores a las normales puede tener efectos dele- 
téreos o incluse létales. Consecuentemente, las distintas especies 
animales han desarrollado varies mécanismes protectivos contra es­
te elemento, el oxîgeno, que en condiciones normales suministra 
las tasas mas altas de energîa, que posibilitan el enorme grado _ 
de actividad de los vertebrados.
I.- EFECTO DE LA TENSION DE OXIGENO AMBIENTE SOBRE LOS ORANIS-- 
MOS ANIMALES.
1.- Aclimataciôn a la hipoxia.
Usamos aquî el termine aclimataciôn para referirnos a las 
adaptaciones que ocurren durante el période de vida de un in- 
dividuo, que necesitan horas o semanas para realizarse y que 
se producen en respuesta a la manipulaciôn de la tensiôn de 
oxîgeno ambiente en el laboratorio. Cuando estas mismas adap­
taciones se dan en la naturaleza, se mencionan como aclimatiza 
clones. Dos categorîas mas de respuestas serîan las adaptaciio 
nes inmediatas o acomodaciones, que ocurren instantâneamente, 
y las adaptaciones evolutivas, que implican la adquisiciôn de 
nuevo material genético a lo largo de la filogenia. Esta no-- 
menclatura ha sido descrita por Hochachka y Somero (1973) y 
es la universalmente aceptada por los especialistas en fisio- 
logîa ambiental.
A." Respuestas comportamentales y morfolôgicas.
A.I.- Comportamiento.
La respuesta mas comûn entre los vertebrados a las condi­
ciones de hipoxia, es la huîda hacia zonas de mayor tensiôn 
de O^. Cuando este comportamiento no es realizable, se utili- 
zan otras alternativas. En el caso de algunos peces se pasa a
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la respiraciôn aérea si son pulmonados, o se utiliza incluse 
en ocasiones, la ventilaciôn aérea de las branquias. En mu-- 
chas especies se recurre a ascender para respirar, a la pelî- 
cula de agua superficial, que normalmente es mâs rica en oxî­
geno. Este comportamiento ha sido descrito por Gee (1976) en 
especies tropicales y por Tramer (1977) en peces de aguas tem 
pladas. Recientemente Gee et al. (1978) hanrealizado un am-- 
plio estudio en 26 especies y ocho familias de Teleosteos, _ 
concluyendo que a excepciôn de Stizostedion vitreum y très e£ 
pecies de salmonoideos, todos los peces estudiados acudîan a 
la lamina de agua superficial a respirar, cuando el medio _
acuâtico se hacîa hipôxico, por debajo de los 50 mm Hg de Og.
Segün Lewis (1970) sin embargo, el tipo de respuesta depende 
de la especie, pudiéndose distinguir en este sentido cuatro _ 




El caso de los anfibios es diferente, ya que se puede de-
cir que son los vertebrados mâs plâsticos desde el punto dè _
vista del intercambio respiratorio, al disponer hasta de cua­
tro superficies respiratorias distintas: branquias, piel, pul^ 
mones y epitelio bucofaringeo. La existencia de pulmones en 
las larvas prometamorficas de los anfibios posibilita la to- 
ma de aire como respuesta a la hipoxia. Este comportamiento _ 
parece ser general en las larvas de anfibios tanto en perîo-- 
dos de actividad intensa (Bonnet y Licht,1974), como de hipo­
xia (Branch y Taylor, 1977). Este ultimo autor,cita también _
un tercer tipo de respuesta a la hipoxia, la quiescencia, en 
las larvas premetamôrficas de Ambystoma maculatum.
A.2.- Respuestas morfolôgicas
Una de las alteraciones compensatorias mejor establecidas 
en las larvas de anfibios respecto a la tensiôn de oxîgeno, 
se refiere al aparato branquial. La primera referencia es de 
Babâk (1907) quien describiô un aumento del tamaho de las bran 
quias de Rana fusca cuando las larvas crecîan en agua satura- 
da con una mezcla de gases con concentraciôn de oxîgeno infe­
rior a la del aire atmosférico. Esta observaciôn fue confirma 
da por Drastich en 1925 en Salamandra maculosa, y por Bond 
(1960) en très especies del género Salamandra. El aumento en_ 
tamaho de las branquias, segûn este ultimo autor, se deberîa 
a variaciones en la forma de las células mâs que a un aumento 
de su numéro. De todas formas, se detectô un aumento de la' ac 
tividad mitôtica en hipoxia. Segûn Drastich y Bond, ademâs , _
cuando las larvas se desarrollan en agua equilibrada con oxî-
I
geno puro, el efecto es el contrario, es decir, que las bran­
quias se reducen, mientras que el indice mitôtico se mantiene 
constante. Boell et al. (1963) hanestudiado la contribuciôn _ 
de las branquias a la respiraciôn global mediante experimen-- 
tos de extirpaciôn en Ambystoma punctatum. En condiciones de 
normoxia o de hipoxia moderada (entre 151 y 76 mm Hg 0^), el 
consumo de oxîgeno no varia .entre animales con o sin branquias, 
pero en hipoxia extrema (38 mm Hg O 2 ) , el consumo de oxîgeno_
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es menor en las larvas sin branquias. Asi, la importancia de 
las branquias en la respiraciôn estarîa muy aumentada en con­
diciones de hipoxia extrema.
Se ha descrito también un descenso del crecimiento en hi­
poxia, en el desarrollo de otras especies como Acheta domesti 
eus (Woodring et al.,1978), la rata de laboratorio (Hock,1970) 
o incluso el hombre (Stinson,1980). Asi, al llevar ratas de _ 
30 dîas a una altura de 4.000 metros (hipoxia hipobarica), co^  
mienza a disminuir el crecimiento al cabo de 90 dîas y éste _ 
efecto actûa tamibén en los fetos de las hembras gestantes. _ 
Boell et al. (1963) encontrô también un retraso en el desarrq^ 
llo, disminuciôn de la viabilidad y anormalidades morfolôgicas 
en larvas sin branquias de Ambystoma punctatum cuando se desa 
rrollaban en agua con 38 mm Hg 0^. No hubo, sin embargo, dife^
rencias en el crecimiento ni en la ingestion de alimente, en
I
larvas normales desarrolladas a 76 mm Hg O 2 , con respecto la _ 
larvas control.
B .- Transporte de gases del medio ambiente a los tejidos.
B.I.- Consumo de oxîgeno y tensiôn de oxîgeno ambiente
Normalmente, los poiquilotermos acuâticos responden a las 
variaciones en la tensiôn de oxîgeno del agua con alteracio-- 
nes en su consumo de oxîgeno. La respuesta en muchos casos se 
puede dividir en dos fases. En una primera fase, el consumo _
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de oxîgeno (VOg) no varîa hasta que la tensiôn de oxîgeno del 
agua llega a un valor crîtico. A partir de este valor y ha­
cia abajo, el VO^ comienza a descender. La primera fase suele 
llamarse range de regulaciôn y la segunda range de conformis­
me. La tensiôn de oxîgeno ambiente que sépara ambas fases suie 
le recibir el nombre de tensiôn crîtica. Sin embargo, hay ca­
sos en los que estas dos fases teôricas no corresponden bien 
a la realidad, bien porque el descenso de VO^ sea muy lento y 
progresivo o bien porque la tensiôn crîtica tenga un valor _ 
muy alto. Debido a esto ultimo, se suele llamar conformista _ 
respecto al oxîgeno a toda especie cuya tensiôn crîtica esté 
por encima de los 150 mm Hg 0^. En caso contrario la especie 
séria reguladora. Normalmente, tienden a ser conformistas las 
especies de tamano corporal mâs grande y menos activas, mien­
tras que la regulaciôn se encuentra con mayor frecuencia en _ 
las que viven en hâbitats pobres en oxîgeno (Hill,1976). J
I
La respuesta al oxîgeno ambiente ha sido ampliamente estu 
diada en los peces y varîa segûn las especies. Asî, Carassius 
auratus serîa una especie reguladora, ya que su etapa confor­
mista no comienza hasta que la tensiôn de oxîgeno del agua _ 
desciende por debajo de los 34 mm Hg (Fry y Hart,1948), mien­
tras que en Salvelinus fontinalis la tensiôn crîtica se encuen 
tra por encima de los 200 mm Hg, por lo que serîa una especie 
conformista (Job,1955). Gee et al. (1978), hanrealizado recien 
temente un estudio en 24 especies de teleôsteos,incluyendo fa
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milias como los salmonidos, ciprînidos o percidos, observan- 
do normalmente la existencia de regulaciôn y tensiones crîti^ 
cas desde los 13 mm Hg de Semotilus margarita a los 48 mm Hg 
de Salvelinus alpinus.
En algunos casos se encuentra, ademâs, otro punto de infle 
xiôn ademâs de la tensiôn crîtica. Asî, en Pimephales prome- 
las a 21°C, la etapa conformista se encuentra entre 1 y 4 _
ml O^/î y la etapa reguladora entre 4 y 9 ml H 2 O,
pero cuando la concentraciôn de oxîgeno es superior a los _
9 ml/î , el VO 2  vuelve a aumentar con relaciôn al nivel de _ 
oxîgeno en el medio (Wares e Igram, 1979) . Lo mismo ocurre _ 
en Salmo Gairderii, que es conformista por debajo de 150 mm 
Hg O 2 , semi-regulador entre 150 y 250 mm Hg O 2 y de nuevo _ 
"conformista" por encima de este ultimo valor (Laurent, 1975).
I
1
El tipo de respuesta depende también de la temperatura',
i
del grado de actividad, y del nivel de aclimataciôn previo a 
la experiencia. Asî, Carassius auratus se comporta como re^u- 
lador, pero si se le fuerza a realizar una actividad maxima, 
se comporta como conformista. En esta misma especie se obtu- 
vieron diferencias en el grado de respuesta entre los anima­
les preaclimatados y no preaclimatados a las tensiones de ox^ 
geno de medida cuando las pruebas se realizaron a 20°C, pero 
no las hubo cuando se realizaron a 10°C (Beamish,1964).
Se han realizado también estudios en larvas de anfibios
-lo­
que relacionan el VO^ con la tension de oxîgeno ambiente. Se­
gün Boell et al. (1963), las larvas de Ambystoma punctatum _ 
muestran un descenso leve de consumo de oxîgeno entre los 760 
y los 50 mm Hg de 0^ ambiente. A partir de 38 mm Hg y hacîa 
abajo, hay un descenso abrupto del ŸO 2 . También Bond (1960), 
da un valor de 38 mm Hg como tensiôn de O 2 crîtica en las lar 
vas de Ambystoma opac-umy de Ambystoma jeffersonianum. El es­
tudio de D.L. Weigmann y Altie (1975), muestra que la resis- 
tencia a la hipoxia extrema depende de factores ontogénicos 
y especîficos y que la preaclimataciôn de las larvas de Ambys 
toma opacum a la hipoxia disminuye el valor de la tensiôn de 
oxîgeno crîtica. El descenso de la temperatura disminuîa tam­
bién dicha tensiôn en Siren intermedia, Ambystoma maculatum 
y Ambystoma opacum. En Ambystoma maculatum, sin embargo, las 
larvas resultan ser conformistas mientras que los jôvenes re^  
cién metamorfoseados se comportan como reguladores a tensio­
nes superiores a 88 mm Hg de 0^. (Branch y Taylor,1977). Las 
larvas de Rana pipiens son reguladoras hasta llegar a los 35
mm Hg de 0., ambiente (Helff y Stubblefield, 1931) .
■
B.2.- Respuestas ventilatorias y circulatorias a la 
hipoxia.
a) Respuesta ventilatoria.-
En los peces en general, la dismuniciôn de la tensiôn de 
oxîgeno en el agua circundante suele producir un aumento del
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volûmen de ventilaciôn, un aumento de la frecuencia respirato 
ria, una disminuciôn de la frecuencia cardîaca y un ligero au 
mento del gasto cardiaco. Asi, en la trucha el volûmen de ven 
tilaciôn puede aumentar hasta un valor siete veces mâs alto 
en hipoxia, mientras que el consumo de oxîgeno (VO2 ) se mantie^
ne constante entre 155 y 30 mm Hg de oxîgeno en el agua [Davis
y Cameron, 1971; Randall y Shetlon,1963 y Randall,1967). En _ 
Cyprinus carpio un descenso en la tensiôn de oxîgeno del me--
dio puede aumentar hasta 12 veces el volûmen de ventilaciôn _
por minuto. Este aumento parece deberse sobretodo al incremen 
to de la frecuencia de ventilaciôn de las branquias (Itazawa 
y Takeda, 1978). En Salmo Gairdnerii y en Ictalurus mêlas se 
ha descrito también esta respuesta ventilatoria a la hipoxia 
(Laurent, 1973,1975). El consumo de oxîgeno suele mantenerse 
constante en hipoxia en la fase reguladora como es el caso de 
la trucha, pero en muchas otras especies como en Carassius,au
I
ratus, su valor en hipoxia supera incluso al valor en normO--
xia. Cuando esto sucede la causa es el gasto de energîa ori
nado por la presencia de un esfuerzo ventilatorio extra. Et _ 
estos casos, si la hipoxia se agudiza aûn mâs,llega un memen­
to en el que el bénéficie obtenido con una ventilaciôn aumen­
tada no compensa el gasto extra de energîa que esta misma ven 
tilaciôn origina, con lo que el animal debe recurrir a otros 
mécanismes para solucionar su problema de falta de oxigena--
i
ciôn (Hughes y Umezawa,1968)..
En el caso de los anfibios, la respuesta es variable segûn
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las especies. Xenopus laeris obtiene la mayor parte del oxîg£ 
no del aire, pero en otros anfibios la extraccidn mas importan 
te del oxîgeno es a partir del agua por las branquias o la piel 
En este ultimo caso, si la tension de oxîgeno ambiente descien 
de, la situacion cambia. El caso mas extreme esta representado 
por la rana del lago Titicaca, Telmatobius culeus que obtiene 
todo su oxîgeno a partir del agua hasta que la tension de oxI_ 
geno (tOg) cae per debajo de 60 mm Hg . Cuando esto ocurre, cq^  
mienza a utilizar la ventilaciôn pulmonar asî como también re|i 
liza una serie de movimientos que ventilan una gran cantidad 
de pliegues cutaneos que posee (Hutchison et al.,1976). Aquî 
se produce también un aumento de la tasa metabôlica que varies 
autores interpretan como producto del coste de la ventilaciôn. 
No existen muchos dates referentes a la respuesta ventilatoria 
de los anfibios ante la hipoxia, pero el comportamiento regu­
lador, frente al oxîgeno observado en varias especies (Boell 
et al.,1963, Weigmann y Altig, 1975), parece indicar que esta 
respuesta existe a nivel de las branquias. El trabajo de Boell 
et al. (1963) en el género Ambystoma parece apuntar en este sen 
tido, ya que la importancia de las branquias en la toma de ox^ 
geno parece estar reservada a las tensiones de oxîgeno que _ 
son calificables de hipôxicas. En cualquier caso, las larvas 
de anfibios muestran en general una respuesta similar a la de 
los adultos -a la respiraciôn acuâtica se suma la aérea en hi­
poxia- siempre que el descenso de t0 2  esté limitado a la fase 
liquida (Branch y Taylor, 1977).
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La respuesta ventilatoria a la hipoxia de los peces y los 
anfibios que respiran en el agua, estâ mediada, como en los ma^  
miferos, por receptores tanto perifericos como centrales, aun­
que su localizacion es incierta. En las larvas de anfibios, 
como en la mayorîa de los peces y muchos otros animales acua- 
ticos estos receptores son sensibles al oxîgeno, en vez de al 
CO 2 como ocurre en los vertebrados aereos. De esta forma, un_ 
descenso de la t0 2  del agua provoca la respuesta ventilatoria, 
mientras que el aumento de la tension de CO 2 no produce este 
efecto. Asî, Siren lacertinia es insensible a tensiones de 
CO 2 tan altas como 280 mm Hg aunque en su medio natural no sue^  
len encontrarse tensiones mas altas de 60 mm Hg CO 2  (Ultsh, 
1976). En caso de existir una sensibilidad al CO 2 , esta se 
produce a una tension menor en los anfibios adultos que en 
las larvas. Los receptores perifericos implicados en la res­
puesta hiperventilatoria de los anfibios se localizan en el 
laberinto carotideo y estan rinervados por ramas de los nefvios 
creaneales IX y X que llevan la sensacion a centres respirato- 
rios bulbares (Neil et al. 1950 y Randall 1977). De todas for­
mas, en peces de agua dulce algo sensibles al CO^, tensiones 
de este gas del orden de 800 a 1.600 mm Hg pueden ser letales 
si la exposicion es prolongada, pero en la naturaleza, inclu­
so en aguas muy contaminadas, la tC0 2  no suele superar nunca 
los 300 mm Hg como maximo (Doudoroff y Katt,19S0). En los an­
fibios adultos sin embargo, sî hay receptores al CO^, tanto 
en el laberinto carotideo cqmo en los pulmones y vîas respira
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torias internas. Asî, Rana pipiens présenta quimiorreceptores 
pulmonares que responden a tensiones de CO 2  semejantes a las 
que otros autores han encontrado en esta especie en condicio­
nes fisiolôgicas (Milsom y Jones, 1977).
b) Respuesta circulatoria.-
Otra de las respuestas a la hipoxia bien documentada en 
los peces es la disminuciôn de la frecuencia cardîaca (Satchell
1971) mediada vîa.nervio vago (Taylor et al.,1977). En un prin 
cipio se pensô que esta bradicardia provocarîa un descenso _ 
del gasto cardîaco y que asî el tiempo que la sangre estarîa 
en las branquias serîa mayor, con lo cual aumentarîa el tiem­
po de difusiôn para el intercambio de gases, lo que resultarîa 
ventajoso en condiciones de hipoxia (Satchell 1961). Sin embar 
go, se ha podido comprobar en varias especies como la trucha 
(Randall et al.,1967) o el pez-perro Scyliorhinus canîcula'
I
(Butler y Taylor, 1975), que en realidad no hay tal dismunuciôn 
del gasto, ya que la bradicardia se compensa con un aumento de 
la amplitud de la contracciôn cardîaca gracias a un mayor jl£ 
nado del ventrîculo. Asî, el papel fisiolôgico de la brabicar- 
dia no estâ todavîa bien esclarecido. Taylor et al. (1977), ha 
sugerido que su objetivo podrîa ser la disminuciôn del coste 
energético de la contracciôn cardîaca, que serîa favorable 
en condiciones de hipoxia. Por otra parte, el trabajo recien- 
te de Short et al.(1979) en Scyliorhinus canîculo.muestra que 
la bradicardia es una respuesta inicial, ya que en la aclima­






al cabo de 48 horas. Es posible entonces que la bradicardia 
represente una parte del stress hipôxico inicial y a largo 
plazo el organisme dériva hacia otras soluciones como las me^  
tabolicas, para hacer frente a la falta de oxîgeno. En los _ 
anfibios se ha descrito también la disminuciôn de la frecuen 
cia cardîaca en hipoxia, apnea, o durante perîodos de inmer- 
siôn forzada (Jones 1967). La bradicardia observada en Rana 
pipiens (Lillo, 1979) se acompana de un mantenimiento de la 
presiôn arterial, y es mâs graduai que en los vertebrados su­
periores. Normalmente, la bradicardia es mâs aguda en las es - 
§ pecies mâs acuâticas como Xenopus laevis o Xenopus mulleri, 
aunque a veces esta situaciôn se invierte, ya que Rana escu- 
lenta que es mâs acuâtica que Bufo bufo, muestra una bradi-- 
cardia menos intensa que este ultimo (Jones, 1967). En Rana 
esculenta la reducciôn de la frecuencia cardîaca es de un 20 
a un 40% (Jones, 1972).
B .3.- Efecto de la hipoxia sobre el transporte sanguî 
neo de oxîgeno.
En condiciones de hipoxia, una de las respuestas mâs nota­
bles de los poiquilotermos acuâticos durante la aclimataciôn, 
se refiere al transporte de oxîgeno por el sistema circulate 
rio. Los parâmetros sanguîneos mâs comunmente afectados son: 
el numéro y tamano de los erifrocitos, la capacidad de trans­
porte de oxîgeno de la sangre, la cantidad de hemoglobina, el 
valor hematocrito, la forma de la curva de disociaciôn de la
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hemoglobina y el efecto Bohr.
a) Recuento eritrocitario.-
Una de las respuestas a la hipoxia conocidas hace tiempo 
en la circulacion sanguinea es el aumento del numéro de eri- 
trocitos por unidad de volûmen de sangre. En los mamlferos, 
la respuesta comûn a la hipoxia suele ser el aumento del va­
lor hematocrito y de la concentraciôn de hemoglobina. Si la 
exposiciôn se alarga durante semanas se producen aumentos en 
el nûmero absolute de eritrocitos (Bartels et al,1979). Si 
se produce una estimulaciôn severa y persistente de la eritrq^ 
poyesis, pueden llegar a cambiar también parâmetros como la 
forma y el tamano de los eritrocitos (Huff,et al.,1975).
En el caso de los anfibios, la literatura no es muy exten 
sa en este respecto. En algunos casos se ha observado esta _ 
adaptaciôn. Asi, Friedman (1971) no pudo encontrar una corre- 
laciôn positiva entre el recuento eritrocitario y la variaciôn 
altitudinal en très poblaciones de Taricha granulosa. Quizâs 
se deba esto a que la altura mâxima era de 1.037 m, lo que _ 
puede suponer una presiôn selectiva no suficiente como para ori^  
ginar adaptaciones circulatorias. En este caso ademâs, la si^  
tuaciôn se complicaba, ya que sî se detectaron variaciones es^  
tacionales. Un caso bien estujdiado es el de la rana del lago 
Titicaca Telmatobius culeus,que estâ aclimatada a la vida a _ 
una altura de 3.812 m, lo que supone una tensiôn de oxîgeno
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en el agua de menos de 100 mm Hg. El nûmero de eritrocitos pre^
% 3
sente en esta especie, 729x10 /mm (Hutchison et al,1976), es 
el mas alto que se ha citado en los anuros. Este valor solo
lo sobrepasa dentro de los anfibios la salamandra Ambystoma
3 3tigrinum, con 1542x10 eritrocitos/mm que vive a 2.100 m de
altura en las montahas rocosas (Roofe, 1961). También se ha _ 
descrito un aumento en el recuento eritrocitario en la salaman 
dra Necturus maculosus en la aclimatacion a la hipoxia. Cuando 
individuos de esta especie se llevan desde el nivel del mar 
hasta una altura que supone una t Û 2 de 68 mm Hg, al cabo de 
siete semanas el nûmero de eritrocitos pasa de 420x10 a 580 
xlO^/mm^, es decir, un aumento del 38% (Gordon, 1935). En Amby 
stoma tigrinum se ha descrito también policitemia en las lar­
vas sujetas a ambientes hipoxicos (Wade y Rose, 1972). El au­
mento en el nûmero de eritrocitos como respuesta a la hipoxia
plantea, sin embargo, el problema del aumento de viscosidad de
I
la sangre, que supone un aumento del coste energético de là 
circulacion. Quizâs se puede relacionar con esto el hecho qe 
que el anuro con mayor recuento eritrocitario,Telmatobius 
culeus sea también el que posee los eritrocitos mâs pequenos 
(394 n^).
Wassersug y Seibert (1975) , haidescrito también cambios en 
la cantidad relativa de vascularizaciôn de las distintas supei^ 
ficies respiratorias en larvas de anfibios, como respuesta a la 
hipoxia. Simultâneamente con'las variaciones en el recuento, 
se han descrito también aumentos del valor hematocrito como res
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puesta a la hipoxia en peces (Itazawa y Takeda,1978; Weber et 
al.,1979) y anfibios (Roofe 1961;Hutchison et al.,1976; Howard 
y Wallace, 1980). La consecuencia mas normalmente observada 
de estos aumentos en el nûmero de eritrocitos y del valor he^  
matocrito, es un aumento en la capacidad de transporte de ox^ 
geno de la sangre.
b) Hemoglobina.-
Se han descrito también aumentos en la cantidad de hemo-- 
globina. En Cyprinus carpio se ha registrado un aumento de la 
cantidad de hemoglobina al someter a los animales a hipoxia _ 
severa (Itazawa y Takeda,1978). Telmatobius culeus muestra _ 
también una concentraciôn de hemoglobina, 8,lgr/100ml que es 
alta dentro de los anfibios, presentando también una concentra
ciôn alta de hemoglobina celular (0,281 pg/ p^) (Hutchison, et
I
al.,1976). En otras especies que pueblan las grandes alturàs 
como Bufo boccourti, se dan los valores mâs altos de los arlfi^  
bios, de 10,0 a 12,9 gr/100 ml (Stuart,1951). Sin embargo, en
I
algunos casos como en Ambystoma macrodactylum, las poblaciones 
de mâs altura muestran un aumento del valor hematocrito pero 
no de la hemoglobina (Howard y Wallace,1980). Este autor in­
terpréta este hecho como probablemente debido a la liberaciôn 
a la circulacion de eritrocitos inmaduros, lo cual se ha de-- 
mostrado que ocurre como consecuencia de la falta de alimente 
en Necturus y Bufo (Chury 19 52 ; Harvis 1953). La razôn del _ 
aumento del hematocrito y de la hemoglobina es, sin embargo,_
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de carâcter especîfico. Asî, en Pleurodeles Waltlii se debe a 
un aumento del tamano celular (Deparis et al, 1975), mientras 
que en Ambystoma tigrinum se origina como consecuencia de un 
recuento eritrocitario mayor (Roofe,1961).
Otra caracterîstica de la hemoglobina de les anfibios se 
refiere a sus propiedades en la larva y en el adulte. Esta _ 
molêcula présenta una movilidad electroforëtica diferente, _ 
en casi todas las especies estudiadas, antes y después de la 
metamorfosis. Este se refleja en la curva de saturacion del_ 
O 2 respecte a la hemeglebina. En les anfibies adultes, asî _ 
cerne en la mayeria de les vertebrades, esta curva es sigmei- 
dea. En el case de las larvas de Rana, sin embargo, en tedes 
les cases describes se trata de una hipérbela rectangular y 
muy desplazada hacia la izquierda, es decir cen una tension 
de semisaturaciôn, P^q, muy baja [Welvekamp,1932; Mccutcheqn, 
1936 ; McCutcheen y Hall 1937; Riggs,19Sl; Fexen,1964). La 
PgQ suele ser mener de 10 mm Hg de 0^ a 20°C. Este supene 
una gran afinidad de la hemeglebina per el exîgene. Este ti- 
pe de curva aparece cen frecuencia en muches invertebrades y 
su funciôn séria la de preveer al organisme cen una réserva 
de exîgene que sole séria cedida a les tejides en circunstan 
cias adversas. Pedria ser también ventajesa en cendicienes _ 
de hipexia, ya que la hemeglebina seguirîa trànsportando exî^  
gene aûn a tensienes del misme extremadamente bajas. Sin em­
bargo, habria dificultades en la cesiôn del exîgene a les tje
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jidos, a menos que estes se mantuviesen a tensienes de exîgene 
aûn mas bajas. Otra caracterîstica muy interesante de la heme­
glebina de las larvas de les anfibies es su extraerdinaria es - 
tabilidad ante las variacienes de pH, de ferma que el efecto _ 
Behr es practicamente inexistente. Asî, la hemeglebina de las 
larvas de Rana catesbeiana ne muestra casi ninguna variacion 
en su afinidad per el exîgene desde pH 9 a pH 5, mestrande una 
Pgg de 6 mm Hg 0^, mientras que en el adulte de la misma espe- 
cie basta cen que el pH varie de 6,9 a 7,3 para que la P^^ pa 
se de 25 a 12,5 mm Hg de O 2 y a pH g ,4 présenta un valer de 8 
mm Hg. Esta caracterîstica puede interpretarse ceme ventajesa, 
ya que las larvas de les anfibies suelen vivir en charcas de 
agua estancada en las que el centenide de exîgene es baje y el 
de CO 2 alte. El efecte Behr séria desfaverable en estas cendi­
cienes ya que prevecarîa una disminuciôn de la afinidad de la
Hb per el exîgene en un memente en el que se précisa una afi-
I
nidad maxima (Schmidt-Nielsen,1976). '
La afinidad del exîgene per la hemeglebina se ve tambien_
I
alterada en hipexia. Benesh y Benesh (1967) y Chanutin y _ 
Curnish (1967) fueren les primeres en demestrar en el hembre 
que un aumente en la cencentraciôn del 2,3 difesfeglicerate 
de les eritrecites, mueve la curva de diseciaciôn de la heme­
glebina hacia la derecha, es decir, disminuye la afinidad de 
la hemeglebina per el exîgene.. En les mamîferes en cendicienes 
de hipexia, ceme censecuencia de la hiperventilaciôn se predu 
ce un aumente del pH el cual a través de DPG-mutasa aumenta
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la concentraciôn de DPG. Per este mécanisme se ha ebservade 
que se preduce una disminuciôn de la afinidad Hb-Û 2 en la _ 
aclimatizaciôn a la altura en les mamîferes. Este serîa ven- 
tajese, ya que ayudarîa a la liberaciôn de exîgene a les teÿi 
des. Sin embarge, en alturas muy extremas este llega a ser 
inadaptative, ya que se puede llegar a una cempleta insatura 
ciôn de la Hb en les pulmenes. De heche, las especies adapta 
das a cendicienes de hipexia extrema e aclimatadas a ella, _ 
muestran el efecte centrarie, un aumente de la afinidad Hb - 0 2  
y per tante la curva de diseciaciôn esta desplazada a la iz­
quierda (Eaten et al.,1974;Heath y Williams,1979). En el ca­
se de les peiquiletermes, la hipexia preveca un aumente de _ 
la afinidad Hb - 0 2  meviende la curva de diseciaciôn hacia la 
izquierda (Weed y Jehansen,1972 ;Weber et al.,1975 y 1979).
Este aumente de afinidad se debe a la estimulaciôn per la hi­
pexia de una disminuciôn de la cencentraciôn de fosfates ergâ
I
nices en el interier de les eritrecites (Weed y Jehansen,1972) 
En les peiquiletermes, les fesfates mas impertantes sen seÜre 
tede el GTP y también el ATP y el DPG. El descense de la cyn- 
centraciôn de estes fosfates tiene des efectes. Per una parte 
se preduce el efecto alestérice directe aumentande la afini-- 
dad Hb-02- Pere se da también un efecte indirecte, ya que el 
descense de les fesfates ergânices eritrecitaries altera el 
equilibrio Dennan para les ienes-incluyende al H^- a través _ 
de la membrana, cen le que se. preduce un aumente del pH eri-- 
trecitarie y per efecte Behr un aumente también de la afinidad 
Hb-02 (Weed,1980). Este efecte indirecte es el mas importante
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en cendicienes de pH plasmâtice alte, pere ne existe en las 
larvas de les anfibios al ne peseer estas efecte Behr.
Es rare que las variacienes de la hemeglebina ceme respue^ 
ta a la hipexia sean alge mâs que cambies cuantitatives. Sin 
embarge. Vos et al. (1979) citan recientemente variacienes 
cualitativas en la hemeglebina de Artemia salina cuande se 
aclimata a tensienes de exîgene bajas. Esta especie présenta 
très tipes de hemeglebina cen diferentes propiedades de afini^ 
dad per el exîgene. La afinidad es maxima en la HblII, inter­
media en la HblI y mener en la Hbl. La aclimataciôn a 32 mm 
Hg O 2 durante très dîas preveca la apariciôn de la HblII que 
nermalmente ne esta présente.
G.- Cambies meleculares y micreestructurales.
G.I.- Cambies micreestructurales.
Las respuestas ventilaterias y circulatorias a la hipe-- 
xia sirven para cempensar el déficit de exîgene ambiente. Sin 
embarge, siempre existe un nivel de hipexia le suficientemen- 
te agude ceme para que el plasma circulante ne pueda suminis- 
trar a les tejides la cantidad de exîgene necesaria. En este 
case se preduce una hipexia tisular. Les peiquiletermes pueden 
reaccienar cen un descense de, la tasa metabôlica, pere cuande 
se alcanza el nivel mînime para el mantenimiente de las fun-- 
cienes vitales, sole las reaccienes a nivel de tejide pueden
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permitir la supervivencia. Entre las variacienes merfelôgicas 
a nivel de tejide se ha descrite la hipertrefia del ventricu­
le izquierde (Kinnula, 1976) , y en algunes cases también la hi^  
perplasia de las celulas musculares cardîacas [Wachtleva et 
al.,1977), y cambies estructurales de la miesina cardiaca _ 
(Peleuch et al.,1980). En este ultime case les cambies ne _ 
eran adaptatives. La mayeria de les cambies micreestructura-- 
les prevecades per la hipexia han side estudiades en les mam^ 
feres. Entre les mâs impertantes estân las variacienes en el 
nivel de capilarizaciôn de les tejides. El aumente de la den- 
sidad y del diâmetre de les capilares facilita el transporte 
de exîgene desde la red capilar a las mitecondrias. El aumen­
te en densidad disminuye la distancia de difusiôn y el aumen­
te en diâmetre incrementa el ârea para la misma. Este aumente 
de la capilarizaciôn se ha ebservade en el cerebre, cerazôn y 
mûscule esquelétice de rata, cebaya y perre en la aclimata-- 
ciôn a las grandes alturas, llegande al 30-40% de incremente 
(Hill,1976).
Se han realizade numereses estudies, la mayeria in vitre, 
sobre el efecte de la hipexia, la anexia y la isquemia, sobre 
las mitecondrias. En algunes cases la hipexia preduce la 11a- 
mada tumefacciôn e turgescencia mitecondrial, caracterizada 
per un aumente del tamane global y de la câmara externa, pr£ 
sencia de crestas acertadas q desaparecidas y la apariciôn de 
una matriz anermalmente clara y vacuelizada. Este cuadre se 
da también ceme censecuencia de etres fenômenes cuye efecte _
—24—
comûn es el trastornar la permeabilidad de la pared mitocon- 
drial y en el case de la hipexia suele ser reversible. Si la 
permeabilidad mitecendrial aumenta muche puede llegar a 
entrar glucôgene en el interier de las mitecendrias, ceme ecu 
rre en el mûscule cardîace del perre después de media hera de 
anexia tetal (Diaz-Fleres,1974;Maillet,1975) . En case de is­
quemia in vive y de anexia in vitre, se ha ebservade también 
gigantisme mitecendrial y apariciôn de inclusienes intermem- 
branesas en el mûscule esquelétice y cardîace (Karpati et al., 
1974;Hanzlikeva y Schiaffine, 1977) . El gigantisme mitecendrial 
suele deberse a fusion de mitecendrias meneres, pere también 
se puede eriginar per hinchamiente. De heche, conforme des-- 
ciende el pH intracelular, las mitecendrias tienden a trans- 
fermarse de alargadas en vesiculares. Las inclusienes inter- 
membranesas son de naturaleza preteica y se ha sugeride que_
pedrîan fermarse per pelimerizaciôn de enzimas (Farrel et al.,
I
1972). Tedas estas medificacienes ne ecurren siempre y su kpa- 
riciôn depende del grade de hipexia. Asî, el cultive de fibre 
blastes y células epiteliales humanas in vitre a 23 mm Hg ye 
0  ^ , ne preduje ninguna alteraciôn en las mitecendrias ni en 
el reste de la ultraestructura celular en cemparaciôn cen 1 ^ 
neas celulares que crecieren en presencia de 152 mm Hg de ex^ 
gene, aunque sî se ebservaren cambies biequîmices que mestra- 
ban una reacciôn a la hipexia (Schreeder et al.,1975). Sin em 
barge, las mitecendrias del mûscule cardîace de rata son la-- 
biles in vitre en 7,6 mm Hg O 2  al cabe de 4 dîas (Wenz et al.,
1975).
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La cantidad y forma de acumulaciôn del glucôgene varîan 
también cen la hipexia. En Carassius auratus, al cabe de cin- 
ce dîas de anexia, la cantidad de glucôgene hepâtice y muscu­
lar disminuye en un 50% y el tiempe de supervivencia es fun-- 
ciôn de la cantidad de glucôgene almacenade (Hechachka,1980).
Es también importante el tipe de acumulaciôn de glucôgene, que 
puede estar présente ceme partîculas ^  (granules de 150-400 A) , 
partîculas e resetas (aprex. 1.000 A), cuerpes de glucôgene 
(fermades per granules de 350 A y asociades al retîcule) y ma 
res de glucôgene (fermades per agrupacienes de granules de _ 
300 A ). Las particules ^  y especialmente les cuerpes de glu­
côgene estân asociades cen una capacidad glucelîtica grande _ 
ceme la del mûscule blance de Thunnus thynnus. Los mares de _ 
glucôgene suelen encentrarse alrededer del nûcleo celular y 
sôle se dan en mûscules muy anaerebios como el de Lepidesiren 
paradexa, ne desapareciende hasta que se hallan censumide les 
grânules ^ , per le que se piensa que su significade serîa el 
de reserveries para situacienes anaerebias de emergencia _ 
(Hechachka y Hulbert,1978). j
G.2.- Gambles meleculares.
Las adaptacienes biequîmicas a la falta de exîgene son mq 
nos cenecidas que las fisielôgicas. Estas adaptacienes que se 
preducen en el curse de la aclimataciôn, se pueden eriginar __ 
per cambies en el tipe de macremeléculas présentes en les te­
jides, per cambies en las cencentracienes, e mediante la regu
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laciôn de las funciones de las mismas. En el segundo caso se 
encuentran algunas variacienes en les niveles de mieglebina 
y de citecreme exidasa , preducidas per la hipexia. Se ha _ 
supueste recientemente que un aumente en la cencentraciôn 
de mieglebina muscular facilitarîa la difusiôn del exîgene _ 
desde les capilares hasta las mitecendrias. De heche, se ha 
ebservade un aumente del 60 al 70% en la cencentraciôn de _ 
mieglebina del mûscule esquelétice, mûscule cardîace y del 
diafragma en el perre, el hembre, la rata de laberaterie, el 
hamster Gavia porcellus y etres roederes después de la acli­
mataciôn a grandes alturas (Hill,1976). También se ha inter- 
pretade ceme una respuesta adaptativa el aumente en citecre­
me exidasa que se ha ebservade en varies tejides de ratones 
y ratas aclimatades a hipexia hipobârica. En el case de etras 
enzimas exidativas, les resultades sen confuses. Asî, segûn
Shertzer y Gascarane (1972) la hipexia hipobârica (0,5 atmj ,
1
aumenta les niveles de citocremes en rata. Kinnula (1976) ' 
sin embarge, trabajande a presienes meneres (0,38 atm) ebtuve 
el resultade contrario también en rata. Este hace pensar qy<le
el nivel de hipexia condiciena la pesibilidad de esta respues 
ta. También se han descrite aumentes en la actividad succina­
te deshidregenasa (SDH) en varies mamîferes aclimatades a hi­
pexia hipobârica natural (Hill,1976).
I
Les cambies cualitatives son pece frecuentes en les verte 
brades ceme respuesta a la hipexia y la mayerîa de las adapt^ 
cienes se realizan a base de la regulaciôn de las vîas metabô
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licas. Esta regulaciôn se puede llevar a cabo por variacienes 
en las cantidades de las enzimas celulares (cambies lentes p£ 
re mâs versâtiles ya que se pueden alterar las cantidades de 
les distintes tipes de enzimas) y mediante la regulaciôn de 
las actividades enzimâticas (cambies râpides, mâs fines, pere 
menes versâtiles). La regulaciôn de la cantidad de enzimas se 
realiza regulando la transcripciôn, la traducciôn, la ferma-- 
ciôn de las estructuras 3a. y 4a. y la tasa de degradaciôn. _ 
En el case de la regulaciôn de las actividades enzimâticas e^ 
tames en un case de modulaciôn. Ambes sistemas sen impertan-- 
tes en las adaptacienes biequîmicas a la hipexia. Un ejemple 
del segunde tipe es la aceleraciôn de la glucelisis e efecte 
Pasteur en cendicienes de pebreza en exîgene, que se da en mu 
ches vertebrades, entre les que se encuentran las larvas de 
Rana (Cehen 1954;Lennerstrand,1963). En este efecte la régula 
ciôn de la glucelisis se lleva a cabe mediante la medulaciôn 
de la enzima reguladera fesfe-fructo-quinasa PFK.
Para que un metabelisme anaerebie se pueda llevar a cabe 
debe reselver al menes cince preblemas fondamentales: almacena 
miento del substrate inicial, regulaciôn del petencial de ôxi- 
de-reducciôn, ebtencion de la suficiente cantidad de ATP, pre- 
ducciôn de les intermediaries minimes que aceplen el anabolis­
me y el catabolisme y la eliminaciôn de les preductos finales. 
Les distintes organismes que peseen una cierta capacidad anae- 
rebia han atajado este preblema de distintas maneras.
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a .- Invertebrades.
En el case de les invertebrades hay muchas variedades de 
metabelisme anaerebie. En algunes, el petencial redex se man- 
tiene come en la mayerîa de les vertebrades, gracias a la LDH 
(lactate deshidregenasa) pere en etres muches existen etras 
enzimas alternativas que mantienen constante la tasa NAD^/NADH 
La razôn principal para la existencia de vîas metabolicas al­
ternativas es la necesidad de peder sintetizar mayor nûmere de 
intermediaries acepladeres entre el anabolisme y el catabolis­
me, ya que la glucelisis de les vertebrades solo suministra _ 
cuatre de estes intermediaries: triesa-P, hexesa-P, fesfeenql^ 
piruvate (PEP) y piruvate. Mediante etras rutas metabolicas 
que existen en estes organismes se pueden también ebtener te - 
tresa-P, pentesa-P,Acetil-ceA, 2-ceteglutarate, succinil-ceA 
y exalacetate segûn les cases. Ademâs, se legra un rendimien- 
te energétice mayor. Estas necesidades cerrespenden a tiempes 
mayeres de anaerebiesis que deben sepertar estes organismes _ 
(Hechachka,1980). Asî, en les helmintes parasites, a partir 
de glucesa e amineâcides se extrae ATP anaerôbicamente cen _ 
fermacion de succinate, propionate, acetate, lactate (Barrett 
y Beis,1973) e acides grases volatiles (Laheud,1971) y fija-- 
cion de CO^ (Bryant,1975). La MDH (malate deshidregenasa) man 
tiene el balance redex al transfermar el exalacetate en mala­
te. En les melusces bivalves se acumulan sobre tede ceme pro- 
ductes anaerebies finales el succinate y la alanina (Gabbett,
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1976). También se forman propionate, acetate, lactate o alano- 
pina. La alanepina se fermaria per cendensaciôn reductiva del 
piruvate cen la alanina, reexidande el NADH a NAD* (Hechachka,
1980). En les melusces cefalôpedes se ferma sobre tede ectep^ 
na ceme preducte final per cendensaciôn de piruvate y argini- 
na. Esta reacciôn suple a la de la LDH cen la presencia de la 
enzima que la realiza, la ectepin deshidregenasa, ODH (Gade y 
Grieshaber,1975). Se ha descrite recientemente la presencia de 
ODH en Nautilus pempilius y en gasterôpedes (Baldwin,1980).En 
les anélides se ebtiene energîa anaerebia también cen la ferma 
ciôn de succinate, acetate, propionate e acides grases velâti- 
les y cen fijaciôn de CO^ (Celes,1970;Schottler y Wienhausen,
1981). Tedas estas vîas presentan ademâs la ventaja de acumu- 
lar preductos finales cen una fuerza âcida mener que la de el 
lactate y en algunes cases, ceme en la fermaciôn de succinate 
e propionate, el rendimiente energétice es mayor y se ebtiene 
un mayor nûmere de intermediaries metabôlices que en el case
de la reacciôn de la LDH ceme ûltime pase de la via metabôlica.
b .- Peces.
En les peces, ceme en el reste de les vertebrades, el meta 
belisme anaerebie principal se basa en la glucelisis anaerebia, 
en la que se ebtiene energîa a partir de la glucesa e el glu­
côgene, cen fermaciôn de lactate ceme preducte final. El flu- 
je de carbone a través de esta via metabôlica esta centrelade
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por las enzimas reguladoras glucogeno fosforilasa, hexoquina- 
sa, fosfofructoquinasa (PFK) y  piruvate quinasa (PK). La glu­
côgene fesferilasa es sensible a varias hermenas, el AMP y el 
iôn Ca** y ademâs esta integrada su acciôn cen la de la fesfa 
tasa sintetasa. La PFK per etra parte, se activa cuande les 
niveles de AMP,ADP, fructesa-6 -fesfate, y fructesa-1,6 -difes- 
fate sen altos y se inhibe si sube la concentraciôn de ATP, _ 
citrate e créât in-fesfate. El descense de pH preducide per 
la acumulaciôn de lactate activa también la PK. En les peiqui 
letermes ademâs, el aumente en la concentraciôn de fructesa- 
1,6-difosfate activa la PK cen le que se ceerdina esta ultima 
enzima cen la PFK (Hechachka,1980). Tedes estes mécanismes re^  
guladeres permiten la ebtenciôn de energîa en situacienes anae^ 
rebias. La preducciôn de ATP es asî de 2 moles per cada mel de 
glucesa censumide y el equilibrio redex se mantiene per acepla 
miente entre la reacciôn de la LDH y la de la gliceraldehide- 
3-fesfate-deshidregenasa (GA-3PDH). La LDH tiene también una
de - 
yzi -
impertancia grande en el metabelisme glucelîtice anaerebie 
bide a sus iseenzimas,ceme veremes mâs adelante.Estas iseei 
mas, son una de las selucienes a la acumulaciôn de lactate ce­
me preducte final. Otras selucienes para centrarrestar el des­
cense del pH prevecade per la acumulaciôn de lactate sen: la _ 
presencia de una capacidad de tampenamiente mâs alta en les er; 
ganismos aclimatades a la hipexia y la metabelizaciôn del lac­
tate en etres tejides (Hechachka y Semere, 1973).
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Sin embargo, ya hace tiempo que se sabe que en muchas espe^ 
cies de peces aparecen otros preductos finales ceme el CO 2  du­
rante la anexia (Blazka,1958 ;Kutty,1968). También se forman en 
ecasienes succinate y alanina ceme preductos finales anaere-- 
bies, ceme resultade de la ceeperacion entre el metabelisme _ 
glucelîtice y el de amineâcides. Asî, se ha detectado acumula­
ciôn de succinate en la aclimataciôn a la hipexia en el mûscule 
reje pere ne en el blance de Carassius carassius (Jehnsten, 
1975), en el mûscule reje de Cyprinus carpie pere ne en el de 
Salme Gairdneri (Smith y Heath,1980) o en la sangre de Terpede 
marmorata (Hughes y Jehnsten,1977). En Platichtys flesus, ade­
mâs de acumularse lactate en hipexia en tedes les ôrganes, se 
acumula succinate en el hîgade y alanina en el mûscule, el ce 
razôn y el hîgade (Jorgensen y Mustafâ,1980). En muches cases 
la literatura es aparentemente contradictoria pere este se de­
be a las diferencias en les tiempes de exposiciôn a la hipexia 
y a les niveles de la misma. Se ha sugeride (Jehnsten,1974]1975) 
que el mûscule reje serîa el mâs adaptade a la utilizaciôn de 
vîas anaerebias ne convencienales, ya que estâ mâs censtantje- 
mente active, pere se ha descrite también acumulaciôn de ala­
nina en el mûscule blance (Driedzic y Hechachka,1976). Hechachka 
(1980) ha prepuesto un medele anaerebie para Carassius auratus 
basade en la cooperaciôn metabôlica entre organes. Segûn este 
medele, les ôrganes que siguen manteniende su nivel de activ^ 
dad en ausencia de exîgene, ebtienen energîa per la vîa clâsi^ 
ca de fermaciôn de lactate. Ëste lactate, a través del terren 
te circulaterie, pasarîa a metabelizarse en etres tejides. En
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el hîgado darîa por una parte lîpidos y por otra, amonîaco, 
acetato y CO 2  que se eliminarîan al medio externo. En el cora 
zôn y el musculo rojo, ademâs de lipides y CO 2 , se fermaria _ 
etanel a partir de lactate a través de acetil-CeA, acetate y 
acetaldehide, reoxidandese des meléculas mâs de NADH (Shou- 
bridge y Hechachka,1979). De tedas fermas, la fermaciôn de lac 
tate per la glucelisis cenvencienal sigue siende una de las 
vîas principales de ebtenciôn de energîa anaerebia en les pe­
ces. Asî, el mûscule blance del atûn que es extraerdinariamen 
te active en la nataciôn râpida, présenta la actividad LDH mâs 
alta que se cenece en la naturaleza, 6.000 p moles de NADH _ 
exidades/gr./minute a 25°C y llega a acumular lactate hasta 
una cencentraciôn de 100 p meles/gr. de peso hûmede (Guppy y 
Hechachka,1979) .
c .- Anfibies 1
l
I
El case de les anfibies présenta mâs variedad desde el pun 
te de vista respiraterie que el de les peces, pere el papel de 
las vîas metabôlicas es sin embarge, muche mâs uniforme. Ne se 
ha descrite hasta la actualidad en el case de les anfibios, la 
existencia de vîas metabôlicas alternativas a la fermaciôn de 
lactate, durante lahipexia, la anexia e el ejercicio. Ya desde 
hace muche tiempe (Aubert,1881 y Behr 1900), se ha sugeride 
que les anfibies pedrîan realizar una anaerebiesis sestenida. 
Esta capacidad ne es ilimitada, pere a bajas temperaturas se 
alcanzan tiempes de anaerebiesis tetal, superieres a les cin-
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co dîas en Rana pipiens (Christiansen y Penney,1973). La expo­
siciôn de los anfibios a la anoxia total suele producir descen 
SOS del glucôgene hepâtice (Armentreut y Rose,1971) y del glu­
côgene cardîace (Rose et al.,1971; Christiansen y Penney,1973) 
extremadamente agudes. Estes descenses ceinciden cen aumentes 
del lactate y la glucesa en sangre. El trabaje de Rose y Dret- 
man (1967) mestrô que en Rana pipiens la supervivencia en ane­
xia estaba disminuîda en les individuos que habîan side trata- 
des previamente cen iodeacetate, un inhibider de la glucelisis. 
En cendicienes de hipexia, el resultade final es el misme que 
en anexia: ebtenciôn de energîa anaerebia cen acumulaciôn de 
âcide lâctice (Emilie,1974 ; Beutilier y Teews, 1977 y D'Een et 
al.,1978). Ademâs, en cendicienes anaerebias se da también en 
les anfibios el efecte Pasteur tante en larvas (Cehen,1954; 
Lennerstrand,1963) ceme en adultes (Yorie et al.,1979). El pro
blema de la acumulaciôn de lactate en la hipexia prelengada se
1
resuelve en les anfibies de distintas maneras. Segûn SimkiÈs 
(1968) la acidesis debida al lactate se tampenarîa cen ayuda 
del carbonate câlcice de les saces endelinfâtices del eîdejin 
terne, y de la celumna vertebral. En Rana pipiens, sin embarge, 
ceme muestra el trabaje de Christiansen y Penney (1973), al ca 
be de cince dîas a 5°C, les niveles de âcide lâctice en san-- 
gre y linfa se multiplican per 33 y 56 respectivamente, mien­
tras que en el reste del cuerpe el incremente es del erden de 
cuatre veces y la liberaciôn ,de lactate al agua circundante _ 
ne llega al 5%. Este auter supene que la linfa es el lugar _ 
mâs importante dende se depesita el lactate durante la anexia
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prolongada. En el caso de la actividad forzada el efecto varia 
segûn las especies. En especies de movimientos lentes pere cons 
tantes ceme Buf e , la anaerebiesis représenta sole el 28% del _ 
gaste energétice tetal durante la actividad ferzada (Seymour,
1973), mientras que en Taricha teresa représenta el 65,2% 
(Harlow,1978) y en Batracheseps el 98% (Bennett y Licht,1973). 
En cualquier case, se ha demestrade que en les périodes certes 
de actividad muy alta ceme en el case de la huida, la anaere­
biesis es la fuente principal de energîa (Bennett y Licht,1973; 
Putnam,1979) en el case de les anfibies.
2.- Efecto de la hiperexia.
Ef- exîgene molecular es per supueste esencial para la vida 
de organismes aerobies ceme les vertebrades, pere ya desde ha­
ce muche tiempe se sabe que résulta ser tôxice cuande se sumi­
nistra a cencentracienes sole ligeramente superieres a las ner 
maies (Lavoisier,1783). Esta texicidad se ha ebservade tante _ 
en les organismes animales ceme en cultives celulares y en er- 
gânules aislades. En el case de les animales cen respiraciôn_ 
aérea, el primer organe en ser afectade suele ser el pulmon, _ 
preduciéndese edema, efusion pleural, hemerragia, atelactasia 
y en cases extremes se llega a la muerte a través de una ane-- 
xia hiperôxica. El dane causade afecta a centinuaciôn a etres 
organes y depende del tiempe de exposiciôn, de la tensiôn de 
exîgene y de si la hiperexia es hiperbârica e nermebârica. _ 
Asî, el tiempe létal 50 a una atmôsfera de exîgene pure es de
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tres dîas para la rata, 5,5 para el raton, 9,5 para el polio 
y 14 para la codorniz, mientras que la aplicaciôn de 3 atmô^ 
feras de oxîgeno pure provoca la muerte a las pocas horas. _
En peces, la resistencia a estas tensienes de exîgene altas 
desciende ademâs al aumentar la temperatura y a pHs extremes.
En Rana hay resistencia a 1 atmôsfera de exîgene durante 40 
dîas y sebreviven 65 heras a 3,5 atmôsferas.* Ambystoma mexi- 
canum présenta cenvulsienes en presencia de exîgene a 7,5 a^ 
môsferas al cabe de 15 heras. En embriones de Rana se ha eb­
servade también envenenamiente por exîgene. (Wiebe y Mcgaveck, 
1932 ; Malamed,1958 ;Viene,1960 ; Benet y Bechet, 1963 ; Fridevich, 
1975; Packer y Fuehr,1977; Halliwell,1978 a).
Une de les efectes de la hiperexia mâs cemunmente ebser- 
vades al micrescepie electrônice se refiere a las mitecen--
drias. Se ha encentrade en rata y ratôn un aumente del tan[ia-
I
ne y aberracienes de las crestas mitecondriales ceme censd-- 
cuencia de la exposiciôn a la hiperexia. Estes cambies aparp 
cen ya a les 3 dîas de exposiciôn a una atmôsfera de exîgene 
y a veces se alteran también las membranas celulares. Las mi^  
tecendrias alteradas selîan sufrir fag'ocitesis (Ludwin et al. 
1974; Douglas 1974). Se han estudiade también les efectes de 
la hiperexia sobre les niveles de enzimas y ceenzimas celula 
res. Asî, la aplicaciôn de exîgene a 1,8 atmôsferas durante 
4 ô 18 heras preveca un descense de la actividad LDH en el _ 
hîgade, rinôn y pulmôn del ratôn (Delarbre et al.,1976), _
mientras que la aclimataciôn a 304 mm Hg de exîgene ne alte-
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ra la actividad de esta enzima ni de la tasa NAD^/NADH en el 
pulmôn de esta misma especie (Kaplanskii et al.,1973). Se ha 
descrite sin embarge, un aumente de la relaciôn NADP^/NADPH 
en el certex del ratôn cen la exposiciôn a 6  atmôsferas de 
exîgene pure durante 8  ô 16 minutes (Darel y Faiman,1978).
Se han prepuesto varias hipôtesis para explicar la acciôn 
tôxica del exîgene sobre les organismes. Una de las primeras 
que se prepu-sieren fue la supesiciôn de que el exîgene inac 
tivaba las enzimas, especialmente las deshidregenasas, debi- 
de a la oxidaciôn de les grupes -SH (Haugaard,1968). Un meca 
nisme defensive présente en las células aerebias centra este 
efecte del exîgene, es la presencia de cencentracienes altas 
de glutatiôn, cisteina e cisteamina (Butler et al.,1979). De 
tedas fermas, la oxidaciôn de les grupes -SH per el exîgene 
es muy lenta si ne estân présentes trazas de ienes metâlices 
(Kiesew,1977). El exîgene puede ser también tôxice debide a 
la fermaciôn de perôxide de hidrôgene. Este ecurre en las cé­
lulas cuande el exîgene tema des electrenes en reaccienes ca 
talizadas por varias exidasas celulares. De todas fermas, el 
perôxide de hidrôgene suele estar en cencentracienes bajas, 
debide a su descemposiciôn per la enzima glutatiôn perexida- 
sa (GP) (Cehen y Hechstein,1963). En cendicienes de hipere-- 
xia sin embarge, parece ser que la enzima encargada de esta 
funciôn es sobre tede la catalasa (CAT) (Crape et al,1978; 
Frank et al.,1979).
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Quizâs uno de los radicales mâs actives que se ferman cerne 
censecuencia de la hiperexia sea. el radical superoxide, O 2  . 
La adiciôn de un electron al exîgene molecular, catalizada _ 
per enzimas ceme la aldehide exidasa, la perexidasa e la xan 
tina exidasa, preveca la apariciôn del radical superôxido __ 
(Ferti,1977). También se ferman radicales superôxido in vi­
ve durante la autoexidaciôn de algunes cempuestes reducidos. 
ceme la adrenalina, las flavinas, e algunes cempenentes de 
la cadena de transporte de electrenes mitecendrial (Nehl y 
Hegner,1978). La reacciôn del radical superôxido cen el pere 
xide de hidrôgene, preveca ademâs la fermaciôn de radical hi^  
drôxile y exîgene activade per la ecuaciôn de Haber-Weiss _ 
(Fridevich,1976). Estes cempenentes, radical superôxido, ra­
dical hidrexile y exîgene activade prevecan principalmente _ 
inactivaciôn de las enzimas cen grupes -SH, returas en el
DNA y perexidaciôn de los âcides grases poliinsaturades de _
1
las membranas de les erganeides celulares (Frank y MassarO, 
1980). La perexidaciôn de les lipides da entre etras sustah- 
cias, aldehides y especialmente malenaldehide , ceme preduc-
 ^ ' I
tes finales y es ademâs una reacciôn en cadena iniciada per 
radicales hidrexile. Esta perexidaciôn dana las membranas c£ 
lulares (Tappel,1973 ; Frank y Massare,1980). Se ha demestra­
de que en cendicienes de hiperexia esta perexidaciôn de lîp^ 
des estâ muy aumentada (Dulka y Risby,1976). Frente a este, 
las células animales peseen sistemas pretectives, ceme las 
enzimas superôxido dismutasa (SOD), glutatiôn perexidasa (GP) 
e catalasa (CAT). La enzima SOD, mediante la reacciôn
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20^ + 2H ----- > ^2^2^ ^2’ élimina el radical superôxido, con
le que se évita la fermaciôn de radical hidrexile en la reacciôn 
de Haber-Weiss y por tante la perexidaciôn de les lipides _ 
(McCerd et a l 1971;Halliwell,1978 b). El papel protective de 
la SOD centra la texicidad del exîgene parece verse referzado 
per expérimentes recientes, ya que la enzima parece mestrar _ 
actividad mâs alta en les ôrganes mâs aerobies, ceme el cera­
zôn y el cerebre, que en les mâs anaerebies ceme el mûscule _ 
esqueletice (Balgee^y Roberts,1979). Se ha demestrade ademâs 
un aumente notable de la SOD pulmenar en varies mamîferes ex- 
puestes a hiperexia y una cerrelaciôn positiva entre este au­
mente y la resistencia a la hiperexia (Crape y Tierney,1974 ; 
Frank et al.,1977;Frank et al.,1978; Yarn et al.,1978; Frank 
et al., 1979). Sin embarge, la administraciôn de SOD en ratas 
ne ha pedide demestrar un aumente de la telerancia al exîgene, 
aunque este puede quizâs deberse a que la enzima ne atravie-- 
se las membranas celulares (Halliwell,1979). Estudies en rea­
lization en nuestre laberaterie parecen también apeyar el pa­
pel adaptative de la SOD ceme respuesta a la hiperexia en el 
case de les anfibies.
Otra enzima que detiene también la perexidaciôn de les l î  
pides es la glutat'iôn perexidasa (GP) , reduciende les perôxi 
des de lîpide a preductos ne tôxices (Chew,1976). Les équiva­
lentes de reducciôn preceden.de glutatiôn reducide que pasa a 
glutatiôn exidade. A su vez; la glutatiôn reductasa vuelve a 
reducir el glutatiôn a partir de NADPH. El NADPH se régénéra
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entonces con la actuacion de la glucosa- 6 -fosfato deshidroge 
nasa (Frank y Massaro,1980). Otra enzima que estâ implicada_ 
en el mécanisme protective de les lipides ante les agentes _ 
exidantes es la vitamina E que funcienarîa denande hidrôgene 
a les peroxides de lipide, impidiende asî su reacciôn cen âci^  
des grases vecines (Herwitt,1976;Mustafâ y Tierney,1978). Se 
ha sugeride que la vitamina C pedria tener también un papel 
antiexidante pere la literatura no es clara y hay auteres _ 
que sugieren incluse un papel centrarie para esta vitamina, 
que serîa entences un promoter y ne un protector de la pere­
xidaciôn de les lîpides (Allen y Hal l, 1973;Demepeules,1973 ; 
Mustafâ y Tierney,1978).
II.- EL METABOLISMO CELULAR DURANTE EL DESARROLLO DE LOS ANFIBIOS.
1 . - Desarrello embrienarie.
El eecite madure de les anfibies es una célula de gran ta. 
mano, que alcanza nermalmente 1 mm de diâmetre. La mayor par­
te del citeplasma alberga substancia de réserva, la vitelege- 
nina, fermada per lîpides y fesfepreteînas, que se sintetiza 
en el hîgade cje la madré y llega a les eecites a través del 
terrente circulaterie. Se ha estimade en X .laevis que cerca _ 
del 99% de las proteînas vitelinas derivan de la vitelegenina 
hepâtica materna (Wallace et al.,1980). El percentage de prin 
cipies inmediates fondamentales ha side estudiade en hueves 
maduros de Rana, Bufe y Ambystoma, encentrândose que les hi--
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dratos de carbone supenen un 3-8% del peso sece, les lîpides 
entre el 10 y el 35% y las proteînas entre el 30 y el 46% _
(Ward,1962 ;Takameto,1968 y Salthe y Mecham,1974). Existe tam 
bien una gran acumulaciôn de DNA y RNA citeplâsmices ademâs 
del nuclear. La cantidad de DNA citeplâsmice supene la équi­
valente a varies miles de nûclees dipleides (0,96 pg en el hue 
ve fecundade de Rana pipiens; Sze,1953) y se supene que al _ 
menes en parte previene de la retura de les nûclees de las __ 
células feliculares (Deuchar,1975). Esta enerme cantidad de 
DNA parece estar relacienada cen la ausencia de sîntesis del 
misme hasta la gastrulaciôn. Hay también acumulaciôn de RNA-m 
que se sintetiza en les lazes de les cremesemas plumeses du­
rante la primera divisiôn meiôtica (Callan,1952 ;Crampten y _ 
Woodland,1979) y una gran acumulaciôn de RNA -r relacienada 
cen la presencia de un gran nûmere de nucléoles. Este RNA-r 
supene una réserva de ribesemas hasta que se vuelvan a sin­
tetizar de nueve en el perîede de gâstrula.
Respecte a la distribuciôn de metabolites en el eecite, 
en 1971 describieren Brachet y Malpeix la presencia de varies 
elementes citeplâsmices entre les que estaba el glucôgene, _ 
alrededer de la vesîcula germinativa. Ya en 1933 describîa 
Wintrebert, per primera vez, la presencia de una regiôn cite- 
plâsmica libre de vitele alrededer del nûclee de la célula 
hueve de Discoglessus pictus. Recientemente, Klag y Ubbels 
(1975), han cenfirmade este.heche en esta misma especie cen 
mâs detalle, gracias al desarrello de técnicas de fijaciôn
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mâs adecuadas. Segûn este autor, en Discoglessus pictus apa­
rece una zona de citeplasma clare rica en glucôgene alrededer 
del nûclee. Este citeplasma clare se desplaza luege a la fu- 
tura zona dorsal dende se fermarâ el blastopore. Una dispos^ 
ciôn yuxtanuclear del glucôgene se ha ebservade también cen 
la técnica de la metacremasia en el cigete de rata (Izquier- 
do,1955) y en varies roederes en el estade de môrula (Dalcq , 
1952) .
El tipe de metabelisme varia segûn les estados del desa- 
rrelle. Asî, en Ambystoma mexicanum, el embriôn utiliza hidra 
tes de carbone en les primeres estades, especialmente en la 
gastrulaciôn. Después cemienza a utilizar grasas, dejande el 
metabelisme preteice para las etapas finales de 1 desarrello 
larvarie (I0vtrup, 19 59) . En Rana se han encentrade resultades 
similares (Beell,1948; Urbani,1962). En cualquier case, ya _ 
hace tiempe que estâ establecide que les embriones de anf|--
bies peseen tedes les subst.ratps., .epz.imaç y .cQf.açteres. pec 
saries para realizar la glucelisis anaerebia per la ruta c 
sica de Embden-Meyerhef-Parnas (Brewn,1964 ;Brachet,1975).
e-
lâ
Ya desde hace muche tiempe se ha ebservade que la gâstru 
la de les anfibies y especialmente la regiôn del labié der-- 
sal del blastopore, tienen un metabelisme glucelîtice muy al^  
te (Weerdeman, 1933a). La ebservaciôn del misme fenômeno en 
la inducciôn del cristaline. per la cepa ôptica (Weerdeman, 
1933b) y en la lînea primitiva del embriôn de aves (Jacobsen,
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1938) , llevô a la relaciôn entre el métabolisme glucelîtice 
y el fenômeno de la inducciôn. Investigacienes pesteriores 
desecharen esta idea (Waddingten et al.,1936; Heatley y Lind 
bal, 1937 y jaeger,1945) y se empezô a relacienar la alta v£ 
lecidad de desapariciôn de glucôgene cen les mevimientes de 
la gastrulaciôn. Otre indicie del aumente del metabelisme _ 
glucelîtice en la gâstrula de anfibies se ha ebtenide per las 
medidas del ceciente respiraterie, que va desde 0,69 en el 
cigete y la segmentaciôn, hasta 1,0 en la gâstrula (Brachet, 
1934). Se ha ebjetade, sin embarge, que el metabelisme oxida­
tive de amineâcides a amenîace darîa también un ceciente res­
piraterie semejante a 1,0 (Needham,1932). Esta ebjeciôn se 
seslaya per el heche de que las proteînas ne son utilizadas 
ceme fuente de energîa hasta estades pesteriores (Gregg y _ 
Ballentine,1946 ; Levtrup,1959). Parece que efectivamente du­
rante les primeres estades del desarrello, la fuente energy
1
tica principal del embriôn de anfibie son les hidrates de 
carbone, glucôgene en un 90% (Gregg,1948), pere que ne te - 
de el glucôgene se dégrada a lactate e a CO 2 +H 2 O, sine que 
parte de él pasa a pentesas que serîan necesarias para la 
fermaciôn de nucleôtides (Heff-Jorgensen y Zeuthen,1952). 
Waldvegel (1965) en Xenopus laevis y Beulekbache y Barja de 
Quirega (1981) en Pleurediles waltlii han encentrade también 
pruebas de la existencia de una glucelisis anaerebia elevada 
en la regiôn del labié dorsal del blastopore. Otre enfeque 
al preblema se ha tratade midiendo les niveles de actividad 
de la deshidregenasa lâctica (LDH) durante el desarrello.
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Asî, se ha encentrade un mâxime de actividad LDH en la gâstru 
la y la nêurula de Salme irideus (Beulekbache et al.,1969), _ 
de Xenopus laevis, Ambystoma mexicanum y Triturus alpestris 
(Faulhaber y Lyra,1975).
Per etra parte, se ha mestrade en Salme irideus (Beulekba 
che et al.,1971), que el examate, inhibider competitive de la 
LDH, detiene el desarrello en el estade de gâstrula y le hace 
mâs lente en el estade de neurula. L0 vtrup (1978) , ha mestra­
de, sin embarge, que el lactate lOmM inhibe la gastrulaciôn _ 
pere se sabe que en cendicienes fisielôgicas ne se alcanzan 
cencentracienes superieres a 0,5mM (Gregg,1962), per le que 
la utilizaciôn de la glucelisis anaerebia ne puede supener un 
peligre para el desarrello debide a la acumulaciôn de lactate. 
De heche, la fermaciôn de lactate a partir de glucôgene se ha
comprebade repetidas veces en gâstrulas de Rana y Bufe tapto
1
en cendicienes anaerebias (Brachet 1934;Barth y Barth,1954; 
Cehen,1954; Barbieri y Salemôn,1963) ceme aerebias (Brachet, 
1934;Gregg et al.,1964). Esta fermaciôn de lactate es mayor 
en hipexia, come ecurre en cendicienes naturales cuande les 




Es cerriente que el consume de exîgene suba progrèsivamen 
te durante el desarrello de las larvas de anfibies ceme cen-
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secuencia del crecimiento. Sin embargo, en ocasiones, como es 
el case de Ambystoma, el VO 2 se mantiene constante durante el 
perîodo larvario, si se expresa por unidad de peso (Weigmann y 
Altig,1975). En Discoglossus pictus hay un aumento constante 
del VO 2  durante la pre y prometamorfosis, y durante el climax 
metamorfico se produce un descenso (Peris,1977). En un princi­
ple se habîa pensado en la existencia de un efecto calorigên^ 
co como el de les mamîferos en el climax metamofrico de les an 
fibios, ya que durante esta fase aumentan mucho les niveles _ 
de tiroxina circulante. Sin embargo, como ocurre en Discoglo­
ssus pictus, se ha encontrado un descenso del VO 2  durante el 
climax metamorfico en Xenopus laevis, Rana temporaria, Bufo 
vulgaris y Rana catesteiana (Etkin,1934 ; Fletcher y Myant, 1959; 
Funkhoser y Mills, 1969), De hecho, no se han descrito aumen- 
tos importantes del consume de oxigeno hasta la actualidad, 
en esta fase del desarrollo. I
I
I
La vida larvaria suele ser un periodo de acumulaciôn de
glucôgeno, el cual se almacena en el higado y el mûsculo, y
I
después se consume de una forma muy acelerada en el climax me 
tamorfico. Este se ha descrito en gran numéro de especies, co 
mo Alytes obstetricans (Beaumont,1960),Xenopus laevis (Hanke 
y Leist,1971) o Rana pipiens (Farrar,1973). El desencadenamien
to de esta glucolisis tan acelerada durante el climax metamôr
/
fico parece ser el resultado conjunto de la acciôn de les glu 




La enzima lactate deshidrogenasa (E.C.1.1.1.27,LDH) cata 
lizaila interconversion del lactato y el piruvato:
lactato + NAD*  ^ + H*
en esta reacciôn se produce también una ôxido-reducciôn 
del sistema NAD* —  NADH + H^. Esta enzima juega un papel muy 
importante en las rutas metabôlicas especialmente en el méta­
bolisme de les hidratos de carbone. En la glucolisis anaero- 
bia, es la enzima terminal de la serie de reacciones que van 
desde la glucosa al lactato. Esta implicada también en la _ 
gluconeogénesis a partir de lactato y en tejidos aerobios co
i
mo el corazôn, el lactato sirve de combustible para cebar el 
ciclo Krebs.
a.- Especificidad D-L.
La LDH de los vertebrados es siempre tetramérica, con un 
peso molecular aproximado de 140.000 y especîfica para el L- 
lactato. Sin embargo, en muchos invertebrados, como los molu£ 
COS, artrôpodos, anélidos o •celentéreos, se han encontrado 
LDHs especîficas para D-lactato (Long y Kaplan,1968). En un
^6-
principio, se estableciô una asociaciôn entre la especifici- 
dad-D y una estructura dimérica (Long,1976), pero reciente-- 
mente se han descrito LDHs tetraméricas D-especîficas en _ 
Helix aspersa (Storey,1977) y en Balanus nubilus (Ellington, 
1978). Por otra parte, se ha descrito también la existencia 
de LDHs diméricas, L-especîficas (Gerd,1979). En cualquier ca 
so, tanto en las tetraméricas como en las diméricas, el peso 
molecular aproximado por subunidad es del orden de 34 a _ 
36.000 daltons.
b .- Isoenzimas.
El concepto de la existencia de formas multiples o isoen­
zimas en la LDH fue introducido por primera vez por Markert y 
Mdller (1959). La base para la existencia de estas isoenzimas 
es la presencia de dos tipos de subunidades, M (o A) y H (ô B), 
codificadas por dos loci génicos distintos no ligados. Estas 
dos subunidades bâsicas presentan diferencias en su estructu­
ra quîmica, y en sus propiedades cinéticas e inmunolôgicas, y 
su recombinaciôn en tetrâmeros produce los patrones de cinco 
isoenzimas comunmente observados en los vertebrados: LDH 1 (H^), 
LDH 2 (H3 M ) , LDHg (H^ M^), LDH^ (H M^) y LDHg (M^). Sin embar­
go, en algunos tejidos y organos de ciertas especies se han en 
contrado otras subunidades LDH distintas, codificadas por otros 
loci génicos. Aparece asî una LDH-X (C^) en los testîculos de 
los espermatozoides de aves.y mamîferos (Blanco y Zinkham,1963;
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Zinkham,1969). Esta LDH-X no se présenta nunca en ningûn otro 
tejido del macho y en ninguno de la hembra y présenta varias 
similaridades estructurales con la LDH-1 y la LDH-5. Se ha su 
gerido que sus propiedades bioquîmicas estarîan correlaciona- 
das con las necesidades del métabolisme testicular, aunque si^  
gue sin esclarecerse la necesidad en este caso de un nuevo t 
po de isoenzima espermâtica. Sus subunidades G pueden formar 
hîbridos actives con las subunidades H y M (Wheat y Goldberg, 
1975). Las células del tejido nervioso de los teleôsteos, es­
pecialmente las fotorreceptoras, presentan la subunidad E, _ 
que tiene una velocidad electroforética superior a la de la _ 
H (Whitt,1970). Esta isoenzima ha sido descrita como LDH-C^ _ 
por Shaklee et al. (1973). Se ha descrito también una LDH-F _ 
especîfica del tejido hepâtico en los peces gadoideos (Sensa- 
baugh y Kaplan,197 2). Todas estas subunidades H,M,C y E (o G) 
estân codificadas por loci génicos independientes. Las isoen-
I
zimas LDH F y LDH-G^ ( 6  E) parecen estar compuestas por la mi^ s 
ma subunidad, G (Markert et al.,1975).
c .- Estructura y composiciôn de aminoâcidos.
La composiciôn de aminoâcidos de la LDH se ha identifica- 
do en especies como el polio, la vaca y el cerdo para la sub­
unidad H y en estas mismas especies y en el pez-perro Scyliorr 
hinus canicula para la subunidad M (Wachsmuth et al., 1964; 
Pesce et al.,1967; Taylor et al.,1973). La LDH-X ha sido estu- 
diada en el raton (Goldberg,1972). En general, las subunidades
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M presentan una riqueza mayor en los aminoâcidos bâsicos lis^ 
na, histidina y arginina y un menor numéro de residues âcidos 
aspârtico y glutâmico que las subunidades H, como séria de e£ 
perar al tener este ultimo tipo de subunidad una mayor veloci 
dad de migraciôn hacia el ânodo que la subunidad M. La subun^ 
dad C présenta una similitud mayor con la subunidad H que con 
la M.
d.- Secuencia de aminoâcidos.
En Squalus acanthias se ha llegado a secuenciar cerca del 
80% de la subunidad M (Taylor et al.,1973) . La molécula pré­
senta 329 aminoâcidos y tiene dos partes unidas por très cade^ 
nas conectivas. Cerca del 20% de la molécula présenta hélice 
o i . La subunidad es globular. Recientemente se ha secuencia
do la subunidad C del raton por anâlisis de difracciôn de ra-
1
yos X, obteniéndose también un numéro de 329 residues (Musick 
y Rossmann,1979).
e.- Propiedades cinéticas.
Los datos referentes a las medidas de la aparente pre­
sentan una gran variabilidad en las distintas especies. Sin _ 
embargo, en todas las especies se coincide en encontrar: una 
afinidad mayor por el piruvato que por el lactato; una afini- 
dad mayor en la LDH 1 que en la LDH 5 tanto por el piruvato _ 
como por el lactato; que la diferencia de afinidad por el pi-
^9 -
ruvato entre la LDH 1 y la LDH 5 no suele llegar a ser de un 
orden de magnitud. La cinêtica de la LDH se ve también muy 
afectada por la temperatura de aclimataciôn, y por el pH de 
medida (Yamawaki y Tsukuda,1979 ; de Costa et al.,1979; Daka 
y Laidler, 1980) . Mientras que en los mamîferos se han descri^ 
to pH ôptimos para el piruvato cercanos a 8,0, en los anfi- 
bios parece encontrarse un valor mas proximo a 7,0 (Faulhaber 
y Lyra,1975).
f .- Inhibidores.
Desde hace tiempo se sabe que concentraciones altas de _ 
substrate (lactato o piruvato) inhiben todos los tipos de _ 
LDH. Ademâs, las isoenzimas que contienen subunidades H son 
mas sensibles a la inhibiciôn por exceso de substrato que las 
que estân formadas por subunidades M. Se ha sugerido que la _
i
inhibiciôn por substrato se deberîa a la formaciôn"dejdos_:!ti- 
pos de complejos ternarios inactives, compuestos por la enzi­
ma el substrato y el cofactor (NAD^ô NADH), (Fromm,1961; Stam 
baugh y Post,1966). No se sabe, sin embargo, si estes comple­
jos ternarios tienen un papel fisiolôgico in vivo.
Existen también otros inhibidores que son anâlogos a los 
verdaderos substrates.Asî, el oxamato es un inhibidor compet 
tivo de la LDH cuando el piruvato es el substrato y el oxalato 
es un inhibidor competitive respecte al lactato (Novoa et al., 
1959; Hochachka,1975). Cuando el substrato es el lactato, en
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cambio, la inhibiciôn por oxamato no es competitiva, y es mas 
acusada sobre la LDH 1 que sobre la LDH 5 (Wilkinson y Walter, 
1972). Por otra parte, el oxamato ha mostrado ser un inhibidor 
de la glucolisis sin afectar el metabolismo aerobio, en algu­
nos sistemas celulares estudiados in vitro (Papa-constantinou 
y Colowick, 1961) . Se ha observado que el oxamato es un inhibi^ 
dor competitive en las LDHs L-especlficas (Gade,1979), pero no 
en las D-especlficas (Ellington y Long,1978). Recientemente, 
se ha descrito que el deoxicolato sôdico es un inhibidor selec 
tivo de la LDH de rata, ya que llega a inactivar totalmente la 
LDH 5 sin afectar a la LDH 1 (Lehnert y Berlet, 1979). Existen 
otras substancias que contienen sulfure, cianuro, hidroxilami^ 
na o sulfites y que forman complejos con la enzima y el NAD*, 
compitiendo con el lactato.
2.- La LDH y el polimorfismo bioquimico. ,
- I
I
Como se ha descrito en el apartado anterior^ se han citlado 
hasta cuatro tipos de subunidades de la LDH (H,M,C,E o C) que 
estân sintetizadas por loci génicos diferentes. En este apar­
tado nos referiremos a las variaciones respecte al patrôn tî- 
pico de cinco isoenzimas de la LDH, originadas por la existen 
cia de variantes alélicas en los genes que sintetizan esas sub 
unidades, o por modificaciones epigenéticas.
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a .- Peces.
De entre los peces el caso mâs notable es el de los salm^ 
nidos, que presentan en ocasiones patrones electroforeticos _ 
de 15 o mâs bandas LDH (Goldberg,1966 ; Ohno et al., 1968; Ma- 
ssaro y Markert,1968 ; Holmes y Markert,1969 ; Wuntch y Goldberg, 
1970; Markert et al.,1975). Estudios geneticos posteriores _ 
han mostrado que la LDH de Salmo Gairdneri estâ controlada _ 
por cinco loci génicos (Morrison y Wright,1966; Morrison,1970 ; 
Allendorf,1973). Ohno et al. (1968) y Klose et al. (1968) han 
puesto de manifiesto ademâs que los salmônidos son tetraploi- 
des. Asî los patrones electroforéticos en estos peces surgi-- 
rîan de la presencia de genes situados en loci distintos, que 
sintetizarîan las subunidades H y H*, M y M ’ y la subunidad 
C de la retina. Los polipéptidos H ’ y M ' habrîan surgido por 
duplicaciôn y posterior divergencia de los polipéptidos H y _
M (Markert,1975 ;Lim y Bailey,1977). Se ha descrito tambiép la 
existencia de polimorfismos en las subunidades H y H' (Uter y 
Hodgins,1972) y en la subunidad M (Allendorf et al.,1976) de 
Salmo g airdneriiy Salmo trutta, debidos a la existencia dé va 
riantes alélicas en la subunidad M de Salmo c larki (Klar y 
Stalnaker,1979). El orden de los gadiformes ha mostrado tam-- 
bién la presencia de dos o incluso très mutantes alélicos en 
la subunidad M (Lush,1970; Odense y Leung,1975) y en la subu­
nidad H (Markert y Faulhaber,1965 ; Odense et al.,1969; Utter 
y Hodgins,1969 ; Odense y Leyng, 197 5). Se han descrito varian­
tes alélicas en los genes LDH en otras especies de peces como
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ocurre en las subunidades H de Fundulus heteroclitus (Place y 
Powers,1978) o en las subunidades M de Pimephales promelas 
(Merritt,1972) y de Anoplarchus purpurescens (Johnson,1971 ; 
Sassaman y Yoshiyama,1979). También la subunidad C (6 E) pré­
senta variantes debido a mutaciones ocurridas en un mismo lo­
cus (Sensabaugh y Kaplan,1972).
b .- Anfibios.
El numéro de isoenzimas LDH que se ha descrito en las di£ 
tintas especies de anfibios es muy variable desde 2 a 25 (Wright, 
1964;Adams y Finnegan,1965 ; Wright y Moyer,1966 y 1968 ; Balek 
et al.,1967; Moyer et al., 1968). El patron clâsico de cinco _ 
bandas parece ser la excepciôn mâs que la régla, aunque se ha 
encontrado en algunas especies de ceratophrydidos (Schwantes 
et al.,1969), en el género Hyla (Maxon y Wilson,1974) y en Dis 
coglussus pictus (Alonso y Torrellas,1973). Se ha demostrado 
sin embargo, que los anfibios poseen los dos tipos bâsicos de 
subunidades, H y M, de forma que los patrones con un numéro de
I
bandas menor que cinco se deben a una falta de asociaciôn de 
ambas subunidades, o a la inestabilidad de ciertas combinacio- 
nes hîbridas. Asî, se han descrito patrones LDH con dos bandas 
en Rana temporaria, très bandas en Bombina variegata y Triturus 
alpestris ( Chen,1968) y con dos o cuatro bandas segûn los ôr- 
ganos en Rana ridibunda (de Costa et al.,1978). En los tritones 
Taricha granulosa y Taricha.rivularis se ha descrito ademâs un 
caso raro de inversion de cargas, de forma que la subunidad M
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es mâs anôdica que la H (Wright y Moyer, 1973).
Se han citado también por diversos autores casos con patro 
nés LDH de mâs de cinco bandas en los anfibios. En estos casos 
la causa suele ser la existencia de varies alelos en el mismo 
locus del gen que sintetiza la subunidad H o la subunidad M.
Asî, en distintas especies y subespecies del género Xenopus se 
han descrito patrones con mâs de cinco bandas (Claycomb y Villee, 
1971; Kunz,1973;Wall y Blacker,1974 ; Faulhaber y Lyra, 1975). 
Mediante expérimentes de hibridacion, Lyra et al.,(1976) con- 
cluyeron que estos patrones se debîan a la existencia de dos 
tipos de subunidad M sintetizados por dos alelos situados en 
el mismo locus, en Xenopus laevis laevis. Un estudio reciente 
en 13 especies del género Xenopus muestra la existencia de va 
riaciones en las subunidades H y por primera vez en los anfi­
bios la demostraciôn de un patron de 15 bandas LDH en Xenopus 
laevis ssp.n. Este patron se deberîa a la existencia de dos 
tipos de subunidades H (Vonwyl y Fischberg,1980). En el géne­
ro Rana, todos los patrones LDH con bandas suplementarias es­
tudiados hasta la actualidad se deben a la existencia de varies 
tipos de subunidades H codificadas por alelos situados en un 
mismo locus. Asî, se han descrito once isoenzimas LDH en Rana 
pipiens pipiens y Rana pipiens sphenocephala. Se ha demostra­
do que las bandas suplementarias provienen de variaciones en
las subunidades H, proponiéndose la existencia de très subuni^ 
dades: H^, H^, y H^ que formarîan las bandas del complejo LDHl 
en Rana pipiens (Wright y Moyer,1966,1968). Sin embargo, esta
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variaciôn en las subunidades H debida a la existencia de va­
riantes alélicas no es exclusiva de Rana pipiens, ya que se 
ha descrito en otras especies del género Rana, como Rana pe- 
rezi y Rana esculenta (Vogel y Chen,1976; Graf et al.,1977).
No se detectaron variantes alélicas en las subunidades M en 
estas especies.
Ha habido sin embargo, cuatro referencias de variantes en 
las subunidades M en otras familias de anuros mâs primitivas 
que los rânidos. Asî, se han descrito variantes en las isoen­
zimas LDH compuestas por subunidades M en Hyla regilla (Maxson 
y Wilson,1974), en Hyla crucifer (Keller y Lyerla,1977)y en _ 
X.laevis (Lyra et al.,1976). En estos très casos, sin embargo, 
no se hicieron los estudios genéticos correspondientes. En el 
trabajo reciente de Szymura y Swies (1979), se ha observado la
existencia de un polimorfismo en la LDH 5 de Bombina bombina
l
y Bombina variegata, demostrândose mediante cruzamientos inter 
especîficos, que este polimorfismo se debe a la existencia de
dos alelos en el locus que sintetiza la subunidad M. Se ha
,
descrito también la existencia de subunidades H y H* en Tritu­
rus viyides-cens(Sherr,1968), Triturus alpestris y Triturus 
helvéticus (Faulhaber y Lyra,1978). En estos casos aparecen 
seis isoenzimas debido a la falta de hibridaciôn entre las 
subunidades M y las H y H'. Estas dos ultimas subunidades sî 
hibridan entre sî para formar heteropolîmeros. En Ambystoma 
mexicanum aparecen desde seis a once isoenzimas segûn los or­
ganos estudiados. Los estudios inmunolôgicos son poco claros.
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pero se ha sugerido la existencia de variaciôn polimôfrica 
en las subunidades M (Faulhaber y Lyra,1978).
c .- Amniotas.
En los reptiles, las aves y los mamîferos, se han descri­
to también variantes alélicas de los genes que codifican las 
subunidades H y M en algunas especies. En algunos casos, como 
ocurre en Somateria mollissima (Blix et. al.,1973) o en el ham 
ster chino (Stamato y Jones,1977), se obtienen patrones LDH 
con una sola banda, debido a la pérdida de los genes que codi^ 
fican la subunidad H (^. mollissima) o la subunidad M (hamster) 
En cualquier caso, y especialmente en los mamîferos y las aves, 
es corriente encontrar los patrones LDH tîpicos de cinco ban­
das formados por la hibridaciôn entre las subunidades H y M.
En los mamîferos las especies mâs polimôrficas son los roedo- 
res, que presentan variaciones en las subunidades H (Selander, 
et. al.,1969; Engel et al.,1972). En Mus musculus, varies auto
res han encontrado patrones complejos con mâs de cinco bandas.
I
Estos patrones complejos, que en ocasiones han presentado 15 
bandas (Costello y Kaplan,1963; Fritz y Jacobson,1965 ; Klose 
y Spielmann,1975) han sido explicados por unos autores como 
debidos a dos tipos de subunidad M codificadas por dos alelos 
(Costelo y Kaplan,1963), mientras que otros, debido a la ob- 
servaciôn de un numéro de bandas mayor de 15, se inclinan por 
la presencia de modificaciones epigenéticas de las subunida­
des M (Houssais,1966 ;Dudman y Zerner, 1973; Klose y Spielman,
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1975). El trabajo reciente de Yamamura et al. (1979), en el 
que se han llegado a obtener 35 isoenzimas LDH en Mus muscu­
lus parece aclarar que este patrôn complejo se debe a la corn 
binaciôn de las subunidades H con très tipos de subunidades 
M, dos de los cuales se formarîan por uniôn mediante puentes 
disulfuro de glutatiôn y cisteina a la subunidad M original.
En otros roedores, como Peromyscus maniculatus se han encon­
trado patrones de 15 bandas que sî parecen ser debidos a la 
presencia de dos tipos de subunidades H codificadas por dos 
alelos y que hibridan con la subunidad M (Shaw y Barto,1963).
En el hombre se han descrito también variantes en las subuni­
dades H y M en individuos aislados por lo que no se descarta 
que no sean variantes genéticas, sino modificaciones epigené­
ticas de las subunidades, asociadas a veces a situaciones pa- 
tolôgicas (Boyer et al.,1963; Nance et al.,1963; Prasad et al., 
1977). También se han descrito variantes alélicas de los genes
I
que codifican la subunidad C de la LDH-x testicular en el 'hom­
bre (Wheat y Goldberg,1977)y en Columba livia (Zinkham et al., 
1964). En Pygoscelis adelidae se han encontrado también patro
I
nés LDH de 15 bandas originados por la hibridaciôn de subuni­
dades M,H y H ’ aunque no se ha esclarecido el carâcter genét^ 
co o epigenético de este polimorfismo (Markert y Masui,1969).
3.- Isoenzimas LDH y filogenia. /
Para el estudio de la LDH con respecto a su filogenia se 
ha investigado sobre todo la composiciôn de aminoâcidos, su
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secuencia, las propiedades cinéticas, las interacciones inmu 
nologicas y las propiedades electroforéticas.
En general, se ha podido observar que especies estrecha- 
mente relacionadas tienen estructuras y composiciones de ami^  
noacidos similares. Asî, la isoenzima de las aves tiene ma 
yor numéro de residues histidina que los anfibios, mientras 
que los reptiles tienen un contenido intermedio. El contenido 
de la en isoleucina es mayor en los mamîferos que en aves 
y anfibios, y el contenido en arginina de las aves y los mami 
feros es mayor que el de los anfibios (Wilson et al.,1964; Pe£ 
ce et al.,1967). Los estudios cinéticos también han apoyado _ 
en general la idea de que las propiedades de las LDHs son tan 
to mâs parecidas cuanto mâs relacionadas son dos especies 
(Kaplan et al.,1960; Wilson et al.,1964; Salthe, 1975).
I
1
Los estudios inmunoquîmicos e inmuno-electroforéticos ison 
también coincidentes con las relaciones filogenéticas conoci- 
das (Wilson et al.,1964; Lyra et al.,1976). Asî, los anticuer
I
pos de la isoenzima H^ del polio reaccionan con las isoenzi-- 
mas LDH de otras especies segûn el orden de intensidad: aves> 
reptiles> anf ibios> teleôsteos>-condrictios . También se han 
obtenido resultados similares con antisueros obtenidos a par­
tir de las isoenzimas de Didelphis marsupialis, del po­
lio y H^ y de la sardina al reaccionar con las isoenzimas 
LDH de la rata, el canguro,.la paloma y la trucha (Holmes y 
Scopes,1974).
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También se ha utilizado la distribuciôn de los distintos ti^  
pos de subunidades en las diferentes especies. Asî, en el gru- 
po mâs primitive de peces, los agnados, las lampreas presentan 
un solo gen LDH, que sintetizarîa la subunidad M. Los mixini- 
formes sin embargo, presentan ya dos genes LDH, por lo que el 
caso de las lampreas se puede deber a un carâcter primitive o 
a la pérdida posterior del gén que codifica la subunidad H. En 
los condrictios se ha estudiado el orden de los esqualiformes, 
que presentan también dos genes LDH y patrones de cuatro isoen 
zimas. Los estudios inmunoquîmicos no son indicatives, pero la 
distribuciôn tisular y la afinidad cromatogrâfica permite iden 
tificar isoenzimas homôlogas a la H^ y la . En las especies 
de peces pulmonados y en el celacanto, que son descendientes 
de los antepasados de los anfibios, se han realizados pocos 
estudios debido a la escasez de material biolôgico pero se ha 
podido concluir la existencia de dos genes LDH (Markert et al., 
1975).
En casi todos los actinopterigeos se puede demostrar, en 
cambio, la presencia de al menos très genes LDH que codifican 
las subunidades H,M y C (oE). La subunidad C formarîa la LDH-E 
de la retina. En los teleosteos mâs primitives como los elopo^ 
morfos y osteoglossomorfos, la subunidad C aparece en muchos 
tejidos y conforme se sube en la escala evolutiva, su apari- 
ciôn se va restringiendo cada vez mâs, hasta quedar confinada 
en la retina y el hîgado (Markert et al.,1975). Un caso inte- 
resante dentro de los teleôsteos es el de los Salmônidos, que
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debido a una diploidizacion relativamente reciente, presentan 
una gran complejidad en sus patrones isoenzimaticos (Ohno,1970; 
Bailey y Wilson,1968; Massaro y Markert,1968). De acuerdo con 
esto, los genes que codifican las subunidades H y M habrîan da 
do por duplicaciôn y posterior diferenciaciôn las subunidades 
H,H’,M y M' que estân universalmente distribuîdas en los sal­
mônidos. También se han encontrado especies tetraploides en 
los cipriniformes (Ohno,1970 ;Engel et al.,1971; Shaklee et al.,
1973), que presentan genes LDH duplicados. No se han encontra­
do en estas especies sin embargo, dos tipos de subunidad C y 
en algunas especies como la carpa (Engel et al.,1973) y el pez 
dorado (Wilson et al.,1973), sôlo aparece une de los dos tipos 
de subunidades H que cabrîa esperar en estas especies tetra-- 
ploides. Estas ausencias se interpretan como debidas, bien a 
que aunque ha habido duplicaciôn, la divergencia aun no es su 
ficiente como para detectar los dos tipos, o bien a la pérdi­
da de une de los dos genes duplicados durante la evoluciôn, _ 
como parece ser el caso de la carpa. También se han estudiado 
los patrones LDH en 67 especies de peces etheostomatinidos 
(Page y Whitt,1973). Estos estudios han confirmado los orîge- 
nes monofiléticos de los géneros Percina y Etheostoma.
En los anfibios, la variabilidad polimôrfica de la isoen­
zima H^ ha demostrado ser distinta segûn la distribuciôn geogrâ 
fica de varias especies y subespecies del género Rana en nor- 
teamêrica (Salthe,1969). Los mismo se ha encontrado en las v a  
riantes polimôrficas de la de Bomb ina en polonia (Szymura
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y Swies,1979). Los polimorfismos en las subunidades LDH de los 
anfibios parecen seguir ademâs a los grupos filogeneticos.
Asî, los rânidos presentan variaciôn en las subunidades H, 
mientras que los opistocelidos presentan variaciôn sobre todo 
en las subunidades M. Los estudios realizados en reptiles 
(Holmes,1975), aves (Allen,1961 ; Goldberg,1963 ; Zinkham et al., 
1964; Wilson et al.,1964; Blanco et al.,1969; Zinkham et al., 
1969; Holmes y Scopes,1974) y mamîferos (Baur y Pattie,1968; 
Shows et al.,1969; Koen y Goodman,1969 ; Engel et al.,1972 ; Mar 
kert et al.,1975; Blanco et al.,1976; Kiltz et al.,1977; Chang 
et al.,1979), también han mostrado la gran utilidad de este 
sistema isoenzimâtico en estudios filogenéticos asî como el 
esclarecimiento de su propia evoluciôn. De estos trabajos ca- 
be destacar el parecido mayor entre las subunidades H y C que 
entre las subunidades M y C en cuanto a propiedades fîsicas, 
cinéticas e inmunolôgicas. Este hecho, junto con el ligamien- 
to genético entre los loci que codifican las subunidades ri y 
C en la paloma (Zinkham et al.,1969), hace pensar que el gen 
Ld-C viene del gen Ld-H.
A pesar de la falta de datos extensos referentes a la es­
tructura primaria de las distintas subunidades LDH en las di­
ferentes especies, Holmes y Scopes (1974), propusieron el pri^  
mer modelo de la evoluciôn de los genes de la LDH, basândose 





M (todos los vertebrados) 
M' (trucha)
H ’(trucha)
H (todos los vertebrados) 
C (aves y mamîferos)
E,F 6  C (teleôsteos)
Los autores suponen un modelo de duplicaciôn y posterior 
diferenciaciôn como mecanismo de evoluciôn génica. Markert et 
al., (1975) apoyaron este modelo y ampliaron el esquema para 
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Mormiriformes, Osteoglossiformes, Anguiliformes, Elopifor 
mes, Acipenseriformes, Amiiformes. 
reste de los que lo presentan
Segun estos autores, ademâs, el origen de las subunidades
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M y H a partir de la subunidad ancestral incluiria cuatro eta- 
pas fondamentales: 1) Duplicaciôn (por tetrapolidizaciôn, aneu 
ploidia, duplicaciôn en tandem o sobrecruzamiento désignai);
2) Divergencia funcional y estructural (estructura la y 3a, 
cinêtica y tasa de recambio); 3) Regulaciôn diferencial (espe 
cializaciôn ontogénica, subcelular, tisular o metabôlica) H y 
M; 4) Especializaciôn divergente (regulaciôn y evoluciôn inde 
pendientes, funciones metabôlicas diferentes). Desde entonces 
hasta la actualidad los datos obtenidos estân en concordancia 
con estos esquemas, aunque los modelos propuestos podrîan ser 
ya ampliados con mâs detalle en los diversos grupos.
4.- Isoenzimas LDH y ontogenia
A.- Actividad Total y especîfica
El estudio de las variaciones de las actividades enzimâti- 
cas durante el desarrollo es de una gran importancia para el 
conocimiento de la ontogenia desde un punto de vista molecular, 
Quizâs en la LDH los estudios espectrofotomëtricos no se han 
desarrollado lo suficiente, ya que la presencia de isoenzimas 
ofrece un campo experimental mucho mâs atractivo. Sin embargo, 
se han realizado trabajos en toda la serie de los vertebrados, 
estudiando los niveles de actividad LDH durante el desarrollo. 
En el caso de los peces, diversos autores han medido la acti­
vidad LDH. Asî, se ha descrito un aumento importante de la a c  
tividad especîfica (por mg. proteîna) LDH en Oryzias latipiés
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durante la éclosion (Nakano y Hasegawa,1971). Un trabajo pos­
terior, sin embargo, ha mostrado que en realidad existe un au 
mento progresivo de dicha actividad desde el estado 26 (pig-- 
mentaciôn de la retina) hasta el final del perîodo embriona-- 
rio y que el aumento brusco anteriormente observado se debe a 
un descenso de la cantidad de proteînas que se da en la éclo­
sion, mâs que a un aumento de sîntesis de LDH. Esta LDH estâ 
representada ademâs en un 87-95% por LDHl. Ademâs, desde la 
fecundaciôn hasta el estado 26, es decir, durante la segmenta 
ciôn gastrulaciôn, neurulaciôn y organogenesis posterior, tan 
to la actividad total como especîfica se mantiene constante 
en Oryzias latipies (Philipp y Whitt,1977). Otros estudios 
realizados en Bracydanio (Frankel y Hart,1977) y Barbus con-- 
chonius (Frankel,1980) , también han demostrado una constancia 
en los niveles de actividad LDH en los primeros estados del 
desarrollo. Existe sin embargo, un trabajo (Boulekbache et al., 
1969) en Salmo irideus que muestra un aumento notable de la 
actividad total LDH durante la gastrulaciôn con respecto a la 
blâstula. Este pico desciende al final de la epibolia a nive­
les semejantes a los de la segmentacion.
En los anfibios s e han realizado también pocos estudios 
en este sentido. Sin embargo, uno de los primeros trabajos, 
realizado sobre geles en Rana temporaria (Chen,1968), ya re- 
fiere un aumento de actividad LDH durante la gastrulaciôn.
Otros autores (Faulhaber y Lyra,1975) han realizado un estu­
dio bastante completo en este sentido en Triturus alpestris,
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Triturus vulgaris, Ambystoma mexicanum y Xenopus laevis.En A. 
mexicanum, las actividades total y especîfica ( 0,3 tj/embrion
y 2 LT/mg.prot.) son mayores que las de las otras très especies 
( 0 , 1  U/embriôn y 1  U/mg.prot.) al inicio del desarrollo, pe
ro se igualan en las ultimas etapas del desarrollo embrionario. 
En las cuatro especies se obtiene ademâs, un pico de actividad 
LDH, coincidiendo con la gastrulaciôn en Triturus y Xenopus y 
con la gastrulaciôn y la neurulaciôn en Ambystoma. El aumento 
es aproximadamente de un 2 5% en la actividad total y de un 15 
a un 20% en la actividad especîfica LDH. Después de la gastru­
laciôn, la actividad especîfica se mantiene constante hasta 
el final del desarrollo embrionario. La actividad total LDH _ 
de Triturus alpestris y Xenopus laevis, sufre, sin embargo, 
un aumento continuo desde el estado 26 (contracciôn muscular 
espontânea) hasta el final de la etapa embrionaria. Estos auto 
res han calculado también en los très géneros citados, la con 
centraciôn de piruvato ôptima para el desarrollo de la reac-- 
ciôn de la LDH. Esta concentraciôn résulté estar dentro del _ 
rango l,2-l,4mM de piruvato en los très casos. En la metamor- 
fosis tanto natural como inducida por la tiroxina, se ha obt£ 
nido en Rana catesbiana un descenso de actividad LDH, de un 
60% en el hîgado (Degroot y Cohen,1962) y de un 39-45% en el 
hîgado, mûsculo caudal y cerebro (Kim et al.,1965).
En las aves no existen datos conocidos de actividad LDH 
durante la gastrulaciôn, aunque hay referencias de cambios en 
tre los dîas 7 y 21 de desarrollo. Estas variaciones son muy
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distintas segûn el tejido considerado (Lindy y Rajasalmi,1966). 
En los mamîferos, la mayorîa de los trabajos en los primeros 
estados del desarrollo se han realizado en el raton y el cone- 
jo. En el raton, ya los primeros estudios indicaron que los ni^  
veles enzimâticos de la LDH iban aumentando durante la oogene­
sis (Brinster, 1968). Estudios posteriores (Epstein et al.,1971; 
Mangia y Epstein,1975), han confirmado este hecho que algunos 
autores relacionan con la gran utilizaciôn de piruvato y la 
presencia de LDH 1 como isoenzima prédominante en este estado 
(Mangia et al.,1976). En la fecundaciôn no se producen altera 
ciones en los niveles de actividad, que son mucho mayores que 
los de los tejidos adultos ( 28 p M NADH oxidado/min./mg.pro­
teîna) . La actividad (total y especîfica) se mantiene constan 
te hasta el estado de 8 células y después cae al 1 0 % de su va 
lor en el estado de blastocisto anterior a la implantaciôn _ 
(Brinster,1973). Se ha demostrado que este descenso no se debe 
a una disminuciôn de sîntesis, sino a un aumento de la degra- 
daciôn de la enzima (Erickson et al.,1975; Mangia et al.,1976). 
En el conejo, la actividad inicial es mucho menor que en el 
ratôn (0,38 pM NADH oxidado/min./mg. proteîna). Tampoco hay _ 
cambios en la fecundaciôn y no hay descenso de actividad du­
rante la segmentaciôn sino que la actividad total y especîfi^ 
ca aumenta en el blastocisto de cuatro y cinco dîas, de for­
ma que en el momento de la implantaciôn se alcanzan niveles _ 
similares a los del ratôn (Schultz y Browder,197 5). No dispo- 
nemos de datos respecté a la, gastrulaciôn. Brinster (1979), 
ha realizado medidas de actividad LDH en un gran abanico de _
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especies de mamîferos, obteniendo una gran variabilidad en 
los resultados, desde los 0,81 n M NADH oxidado/min./oocito 
en el ratôn, hasta los 0,02 n M NADH oxidado/min./oocito en 
la mujer. En general, los roedores presentaron los niveles 
mâs altos y los primates los mâs bajos.
B .- Isoenzimas.
La existencia de distintas formas moleculares o isoenzi­
mas ha sido utilizada en numerosas investigaciones para estu- 
diar el momento de la expresiôn fenotîpica del genotipo del _ 
embriôn cuando no todas las isoenzimas del adulto estân pre-- 
sentes en el huevo fecundado. También se han utilizado estos 
estudios para relacionar este momento de expresiôn génica con 
la diferenciaciôn celular. La existencia de hasta cinco genes
LDH diferentes en los teleôsteos ha hecho que este sea uno de
I
los grupos mâs estudiados. En casi todas las especies de teleô^ 
teos estudiadas, parece existir una expresiôn secuencial de _ 
las subunidades H, después las M y por ultimo las C (ô E). En 
algunos casos, como en Fudulus heteroclitus (Whitt,1970) o en 
Lepomis cyanellus (Champion y Whitt,1976), las subunidades H 
y M estân présentes ya en el huevo fecundado. En el reste de 
las especies siempre se encuentra al menos la subunidad H en 
el cigoto. La subunidad C aparece mâs tarde en el desarrollo 
coincidiendo con la formaciôn del hîgado en Fundulus hetero­
clitus (Whitt, 1970) , Oryzias. latipes (Nakano y Hasegawa, 1971) , 
Salmo gairdneri (Wright et al.,1975) y Micropterus salmoides
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(Philipp y Whitt,1977), o con la éclosion en Erimyzon sucetta 
(Shakle et al.,1974). Otros autores sin embargo, utilizando 
extractos mâs concentrados, han demostrado la aparicion de la 
subunidad C en Oryzias latipes coincidiendo con la formaciôn 
del ojo (Philipp y Whitt,1977). Ademâs, las especies en las 
que la expresiôn del gen Ld-c estâ retrasada hasta el momento 
de la formaciôn del hîgado, son precisamente aquellas que pre^ 
sentan isoenzima LDH-C4  en el hîgado. Asî, se observa una co- 
rrelaciôn entre el tipo de isoenzima y la diferenciaciôn orgâ 
nica. Ademâs, en aquellas especies en las que existen genes _ 
LDH duplicados, como en Salmo gairdneri o en Erimizon sucetta,
se ha podido comprobar que la expresiôn de los genes Ld-h^ y
2 1 2  Ld-h o de los genes Ld-m y Ld-m es simultânea sea cual sea
el momento de expresiôn.
En los anfibios es frecuente que tanto las subunidades H
I
como las M estén yâ présentes en el huevo fecundado. Se ha' te^  
nido que aprovechar entonces la presencia de polimorfismos _ 
bioquîmicos en la LDH o la utilizaciôn de cruces interespecî- 
ficos, para identificar el momento de expresiôn del genotipo 
LDH del embriôn. El huevo de los anfibios es un oocito enorm£ 
mente cargado de proteînas y ARN mensajeros sintetizados por 
el genoma materno. Debido a esto, las primeras fases del desa 
rrollo embrionario ocurren con la utilizaciôn de proteînas 
"maternas" hasta un estado bastante avanzado. Ya en 1965, Sa^ 
the et al., observaron que en Rana pipiens, Rana palustris y 
Rana Sylvâtica, no se producen cambios observables en el pa-
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trôn electroforêtico de la LDH hasta el estado 19 (latido car
diaco). Utilizando un polimorfismo de las subunidades H (H^, 
b cH , H ) existente en Rana pipiens, y realizando cruzamientos 
entre los distintos fenotipos, se ha podido comprobar que el 
genotipo LDH del embriôn no aparece hasta el estado 19 y el 
efecto materno persiste hasta el estado 25 (inicio de la ali- 
mentaciôn) (Wright y Moyer,1966,1968). Este resultado coinci­
de ademâs, con la observaciôn de que en los anfibios existe 
un aumento de sîntesis de ARN a partir de la gastrulaciôn 
(Brachet,197 5) y de que en Rana pipiens aumenta agûdamente la 
sîntesis de proteînas y de ribosomas en el estado 18 (movimien 
to muscular) (Brown y Cas ton,1962). También se ha observado un 
aumento de la sîntesis de ARN ribosômico después de la gastru­
laciôn en Xenopus laevis (Brown y Littna,1964). En un trabajo 
posterior Wright (1975) ha demostrado en Rana pipiens la per- 
sistencia de isoenzimas maternas en 1 2  sistemas enzimâticos 
diferentes, hasta el estado 16 (tubo neural) o el estado 24 
(opérculo derecho cerrado), segûn la enzima considerada. E:. 
tratamiento de embriones hîbridos de Rana pipiens con actino- 
micina-D y puromicina, ha permitido comprobar a este autor, 
que la aparicion del fenotipo embrionario supone la existen­
cia de transcripciôn y traducciôn y que estas dos fases son 
secuencial e inmediatamente anteriores en dos o très estados 
a la apariciôn a nivel fenotîpico del genotipo embrionario.
En otras especies como Xenopus laevis, Triturus alpestris o 
Triturus vulgaris, gracias a la presencia exclusiva de subu­
nidades H en el cigoto, se ha podido observar, también, este
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efecto materno, no visualizandose subunidades M hasta el 
estado 26 (respuesta muscular) (Faulhaber y Lyra,1975). Median 
te la obtencion de hîbridos nucleocitoplâsmicos por transplan 
te de nûcleos entre las especies Pleurodeles waltlii y Pleure 
deles poireti se ha podido comprobar también que les genes 
LDH nucleares no se expresan hasta el estado 28 [latido cardia 
co) y que las isoenzimas citoplâsmicas de origen materno desa 
parecen totalmente en el estado 38 (inicio de la alimentaciôn) 
[Gallien et al.,1971).
Es conocido que en toda la escala de los vertebrados, los 
distintos tipos de subunidades de la LDH presentan una distri­
bution diferente por tejidos, de forma que las subunidades H 
predominan en el corazôn y el cerebro y las subunidades M prie 
dominan en el musculo esquelético. En todas las especies estu 
diadas, los patrones LDH de los ôrganos de los adultos se van 
alcanzando progresivamente durante el desarrollo, como también 
ocurre en Discoglossus pictus (Alonso et al.,1976). Estos cam- 
bios, tanto en el desarrollo como en el adulto, se deben en el 
caso de la LDH a una expresiôn génica diferencial, a diferen- 
tes tasas de recambio en los distintos tejidos, o a la existen 
cia de inhibidores especlficos de las distintas subunidades.
De hecho, se ha demostrado en la rata que la tasa de sîntesis 
de la LDH-1 en el corazôn es ocho veces mayor que la de la 
LDH-S, mientras que en el mûsculo esquelético la LDH-5 se sin- 
tetiza casi dos veces mas rapidamente que la LDH-1. Ademâs, 
la tasa de degradaciôn es ocho veces mayor en la LDH-S que en
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la LDH-1 en el corazôn, y veintidôs veces mayor en la LDH-1 
que en la LDH-5 en el mûsculo esquelético (Fritz et al., 
1969,1973). Se han descrito también inhibidores especîficos 
de la LDH-1 y la LDH-5, pero el papel de estos inhibidores 
in vivo no esta claro (Schoenenberger y Wacker,1966; Lehnert 
y Berlet,1979). Se ha demostrado también el efecto de las hor 
monas sobre las isoenzimas LDH. Asî, la administraciôn de e£ 
tradiol a ratas y conejas inmaduras estimula selectivamente 
la sîntesis de subunidades M en el utero. Esta estimulaciôn 
es reversible y se bloquea en presencia de actinomicina D 
(Goodfriend y Kaplan,1964). En los renacuajos de Rana cates- - 
beiana se ha demostrado también que tanto la metamorfosis na­
tural como la inducida por la tiroxina provoca un aumento de 
subunidades H (Dergroot y Cohen,1962; Kim et al.,1966). El tra 
tamiento con tiroxina provoca también la apariciôn precoz de
las isoenzimas LDH3 y LDH4 en Ambystoma mexicanum (Ouedraogo
1
y Chalumeau-Le Foulgoc,1973). '
5.- Funciôn fisiolôgica de la LDH y tensiôn de oxîgeno.
Desde el descubrimiento de los dos tipos de subunidades 
principales (H y M) de la LDH de los vertebrados, se han ido 
acumulando datos que apuntan hacia una funciôn fisiolôgica 
diferente de las isoenzimas LDH 1 (H^) y LDH 5 (M^). La mayo- 
rîa de estos datos se refieren a la distribuciôn tisular dife 
rencial de estas isoenzimas *y a sus diferentes grades de afi- 
nidad e inhibiciôn por sus substrates principales, el piruvato
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y el lactato, El resultado ha sido la elaboracion de la llama- 
da "teorîa aerobia-anaerobia" que supondrîa un papel preferen- 
cial de la isoenzima LDH-5 como piruvato reductasa y de la 
LDH-1 como lactato oxidasa.
A.- Distribuciôn tisular.
La distribuciôn tisular de la LDH en los vertebrados pare- 
ce confirmar la teorîa aerobia-anaerobia, ya que se puede afir 
mar que en casi todas las especies estudiadas, la LDH-1 y las 
subunidades H predominan en los tejidos mas aerobios, como el 
corazôn, mientras que la LDH-5 y las subunidades M predominan 
en los tejidos mas anaerobios como los musculares y en parti­
cular en el mûsculo esquelético. Esta es también la situaciôn 
general en los anfibios. Asî, hemos encontrado un 82-99% de _
subunidades M en el mûsculo esquelético y un 58-74% de subun^
1
dades H en el mûsculo cardîaco en Discoglossus pictus y Raha 
ridibunda (Alonso y Torrellas,1973 ; de Costa et al.,1978). j s e  
ha aigumentailo sin embargo, que esta teorîa aerobia-anaerobla 
no tendrîa una aplicaciôn general debido a la presencia de 
dos excepciones a la régla, s istemâticamente repetidas (Vesell, 
1975). La primera esta constituîda por los eritrocitos de los 
mamîferos, que aûn siendo muy anaerobios, presentan un % H 
desde el 5% en el raton a un 100% en el conejo, con toda la 
gama intermedia segûn las especies (Fine et al.,1963). La ra- 
zôn de este hecho no esta aclarada, aunque se ha sugerido que 
el tipo de LDH podrîa carecer de importancia en este caso de­
bido a la baja tasa metabôlica dé los eritrocitos o a la oxi-
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daciôn del NADH por otras enzimas como la metahemoglobîn r£ 
ductasa (Everse y Kaplan,197 5). '
El caso del hîgado es similar, ya que también se pueden 
encontrar casos desde el 5% de subunidades H del hombre, la 
rata, el raton, el hamster o el gato, hasta el 90-95% de H de 
la cabra, la vaca, el ciervo o la oveja (Fine et al.,1963). 
Segûn Ogihara (1975) esta distribuciôn estarîa relacionada 
con los hâbitos alimenticios, ya que en los mamîferos, los 
hervîboros presentan predominio de subunidades H y los carnî- 
voros predominio de subunidades M. El hîgado de los hervîvo- 
ros rumiantes es mas rico en âcidos grasos que se convierten 
a glucosa. Se ha propuesto la posibilidad que el hîgado de 
los hervîvoros tuviese un metabolismo oxidativo mas alto que 
el de otros mamîferos y que esto estuviese relacionado con la 
conversion de âcidos grasos a glucosa (Cahn et al.,1962; Ka­
plan y Goodfriend,1964). Esto esta apoyado por la observaciôn 
de que el cambio de la dieta normal a una dieta rica en almi- 
dôn, provoca un ligero aumento de subunidades H en el hîgado 
de rata y humano (Ogihara,1975). Otros autores, sin embargo, 
relacionan la distribuciôn de las isoenzimas LDH en el hîgado 
de los mamîferos con su comportamiento especîfico. Asî, las 
especies que ante la presencia de un predador reaccionasen e s  
condiéndose o atacando (gato,rata,raton), tendrîan, como se 
observa, abundancia de subunidades M, mientras que las espe­
cies que se dan a la huîda (oveja, cabra, vaca, ciervo), ten­
drîan como también se observa, predominancia de subunidades H,
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Esto séria ventajoso para este Ultimo grupo de especies, ya que 
durante la huîda se produce gran cantidad de lactato en el mÛ£ 
culo y este lactato serîa catabolizado mas eficazmente en el 
hîgado con la presencia de las subunidades H (teorîa aerobia- 
anaerobia) con lo que se evitarîa un descenso agudo del pH pla£ 
mâtico. En cualquier caso esto no explicarîa la abundancia de 
subunidades M en el otro grupo de mamîferos (Everse y Kaplan, 
1975). En los anfibios se ha descrito también una abundancia 
de subunidades M en el hîgado en especies como Discoglossus 
pictus que también reaccionan escondiéndose, mas que huyendo 
prolongadamente ante la presencia de un predador (Alonso y 
Torrellas,1973). Expérimentes realizados en nuestro laborato- 
rio, no apoyan sin embargo, la explicaciôn de Ogihara, ya que 
el cambio de una dieta rica en hidratos de carbone a una die­
ta proteica en larvas de Discoglossus pictus, no provoca un 
aumento de subunidades M, aunqûe sî hay un acortamiento del 
intestine (Valero et al.,1977).
B .- Inhibiciôn por substrate.
El otro puntal de la teorîa aerobia-anaerobia son las pro- 
piedades catalîticas de la LDH y fue propuesto inicialmente 
por Plageman et al., (1960). Posteriormente se comprobô la exi^ 
tencia de propiedades catalîticas distintas para la LDH-1 (H^) 
y la LDH-5 (M^)(Cahn et al.,1962 ; Kaplan, 1968). La isoenzima 
LDH-1 se inhibe por concentraciones de substrate (piruvato) al- 
tas, que no afectan a la LDH-5, por lo que esta ultima isoenzi
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ma serîa mas eficaz en tejidos con tasas glucolîticas muy al- 
tas. Inversamente, en condiciones normales, la presencia en 
el mûsculo cardîaco de isoenzima LDH-1, que se inhibe por ex- 
ceso de piruvato, evitarîa la reducciôn de este metabolite a 
lactato, garantizando asî su oxidacion compléta a CO 2 y H^O.
Se ha elucidado también, por estudios in vitro, que la inhi­
biciôn de la LDH-1 se debe a la formaciôn de un complejo abo£ 
tivo ternario entre la enzima, el NAD* y el enol-piruvato 
(Everse y Kaplan,1973). Varies autores han cuestionado este 
mécanisme ya que las diferencias de inhibiciôn entre las isoen 
zimas LDH no se darîan en las condiciones existentes in vivo 
(Wuntch et al.,1969; Vesell,1975). El complejo abortive terna 
rio serîa también un artefacto obtenido in vitro, ya que re-- 
quiere la presencia de la forma enôlica del piruvato y no se 
forma con el cetopiruvato que es la especie prédominante in 
vivo (Vesell,1965 ; Vesell y Pool,1966; Wuntch et al.,1969,1970) 
Estudios recientes apoyan sin embargo, la posibilidad de la _ 
existencia in vivo del complejo ternario en mamîferos (Everse 
y Kaplan,1975) y anfibios (Salthe,1975) indicândose ademâs _ 
que las concentraciones de substrato présentes in vivo posibi^ 
litan la acciôn de la LDH-5 como piruvato reductasa mientras 
que la LDH-1 estâ inhibida por exceso de substrato. Segûn Ever 
se y Kaplan (1975) el enolpiruvato se formarîa en la célula 
por una enolizaciôn no enzimâtica del cetopiruvato. Esta enoli^ 
zaciôn serîa èl factor limitante para la formaciôn del comply 
jo y aunque la concentraciôh celular del enolpiruvato es ba­
ja, la tasa de formaciôn del complejo ternario inactivo serîa
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suficientemente alta como para que tuviese significado fisiolô 
gico. La demostracion de que el corazôn de los mamîferos util^ 
za lactato hasta como un 60% de su fuente de energîa cuando 
el nivel de lactato arterial es alto, da apoyo a esta teorîa 
(Bing et al.,1953; Krasnow et al.,1962 ; Bing,1965 ; Hammond et 
al., 1976; Hochachka,1980). Asî, en el corazôn, en condicio-- 
nes normales se oxidarîa glucosa hasta piruvato con formaciôn 
de NADH. El piruvato pasarîa a acetil-coA y entrarîa en la mi^  
tocondria para su oxidacion total a CO^ y H 2 O. El NADH entra­
rîa también en la mitocondria a travês de las lanzaderas del 
malato-aspartato o del ^^-glicerofosfato. La formaciôn del _ 
complejo abortivo ternario LDH^- NAD^-enolpiruvato évita la 
transformaciôn del piruvato en lactato, permitiendo la metabo^ 
lizaciôn oxidativa total del piruvato. Ademâs, cuando la con- 
centraciôn de lactato (Everse y Kaplan,1973) y de NADH (Kaplan 
et al.,1968) celulares aumentan, se produce una disociaciôn 
râpida del complejo ternario y la LDH-1 comienza a oxidar el 
lactato a piruvato. Esta disociaciôn se ha comprobado in vivo. 
Asî, en condiciones de hipoxia, el aumento de concentraciôn 
de lactato (originado en otros tejidos) y de NADH provocarîa 
la oxidaciôn del lactato en el corazôn (Everse y Kaplan,1975). 
Esta teorîa estâ apoyada ademâs por el hecho de que la LDH-1 
posee una afinidad mayor por el NADH y la LDH-5 por el NAD*. 
Hay evidencias recientes de que parte de la LDH-5 muscular 
se encuentra unida a membranas en una forma inactiva. El au­
mento de la tasa celular de NADH/NAD* provoca la liberaciôn 
de la LDH-5 de las membranas y por tanto su activaciôn como
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piruvato reductasa que restablece de nuevo la tasa NADH/NAD* 
(Hultin et al.,1966; Melnick y Hultin,1973; Ginard y Markert, 
1975).
El trabajo exhaustive de Salthe (1965) realizado en 85 e^ 
pecies de anfibios apoya también la teorîa aerobia-anaerobia 
con un enfoque distinto. Este autor mostrô que la tasa de in 
hibicion por piruvato estaba correlacionada con el contenido 
en oxîgeno del nicho ecologico en las distintas especies. _ 
Asî, conforme se iba de especies que viven en aguas estanca- 
das a especies aéreas, pasando por las que viven en aguas co- 
rrientes y las semiacuaticas, la tasa de inhibiciôn de la 
LDH cardîaca por el piruvato va aumentando. De esta forma, _ 
las especies mâs aerobias aseguran la oxidaciôn compléta de 
la glucosa mientras que las mâs anaerobias sôlo presentan in 
hibiciôn por piruvato a concentraciones muy altas de este me^  
tabolito. Esta caracterîstica de la LDH de los anfibios, pa- 
recîa estar relacionada también con parâmetros fisiolôgicos 
como el consume de oxîgeno, el grade de capilarizaciôn pulm£ 
nar y cutânea, la afinidad de la hemoglobina por el oxîgeno 
y el ârea de los globules rojos.
Otro tipo de pruebas importantes respecte a la funciôn 
fisiolôgica de las isoenzimas LDH son los casos de las espe­
cies que viven en las grandes alturas, las especies buceado- 
ras y los fenômenos de aclimataciôn y aclimatizaciôn a las 
distintas tensiones de oxîgeno.
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C .- Especies buceadoras.
En las especies de aves y mamîferos que realizan inmer- 
siones prolongadas, se produce un descenso de la tension de 
oxîgeno arterial que llega a afectar a todos los tejidos, _ 
incluîdo el cerebro (Scholander,1942). Este descenso se de­
be a la interrupcion del intercambio de gases con el ambien- 
te (Andersen,1966). Como respuesta a este descenso en la ten 
sion de oxîgeno durante el buceo, se han desarrollado acomo- 
daciones a nivel fisiologico para contrarrestar este efecto. 
Se ha concluîdo, sin embargo, que estas acomodaciones a nivel 
fisiologico (bradicardia, redistribucion sanguînea, etc.) no 
son suficientes como para explicar en su totalidad esta resi^ 
tencia a la hipoxia de los animales buceadores (Simon et al.,
1974) , por lo que se ha sugerido también, la implicacion de 
aclimataciones a nivel bioquîmico. De entre estas, una de las 
mâs notables parece ser el tipo de patron de isoenzimas LDH. 
Asî, se ha encontrado un patron LDH caracterizado por una pr£ 
sencia importante de LDH 1 y 2 en el mûsculo esquelético (ade^
I
mâs de LDH 5 y 4) y de LDH 4 y 5 en el corazôn (ademâs de LDH 
1 y 2) en el pinguino Pygoscelis adeliae, que es un ave bucea 
dora (Markert y Masui,1969). Estos autores interpretan que 
durante el buceo, debido a la gran acumulaciôn de lactato, se^  
rîan precisos todos los tipos de LDH. La régla no parece ser
i
esta, sin embargo, ya que en general se observa un porcenta- 
je muy aumentado de subunidades M en las especies buceadoras. 
Un caso extremo es el ave buceadora Somateria mollisima, que
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présenta unica y exclusivamente LDH-5 (M^) en todos los tejidos 
estudiados (cerebro, mûsculo ventricular y mûsculo gastrocne- 
mio) (Blix y From,1971; Blix et al.,1973).
En un estudio realizado en el cerebro, corazôn y mûsculo_ 
esquelético de seis especies de cetâceos se ha observado un 
porcentaje de subunidades M superior al de otros mamîferos no 
buceadores como la cabra o el ratôn. Las diferencias eran es - 
pecialmente acusadas en el corazôn, que llega a tener hasta 
un 45% de subunidades M. Se pudo comprobar también que el co­
razôn de los odontocetos, que realizan buceos mâs profundos 
y prolongados que los mistacocetos (Heezen,1957 ; Tomilin,1967), 
présenta un porcentaje de subunidades M mucho mayor que el co­
razôn de los mistacocetos (Shoubridge et al.,1976). En Castor 
fiber se ha encontrado también un porcentaje alto de subunida 
des M en el corazôn y el cerebro en comparaciôn con mamîferos 
no buceadores como la cabra. El mûsculo esquelético mostrôi, _ 
sin embargo, pobreza en subunidades M. Esto. se relaciona con 
la gran abundancia de fibras de contracciôn lenta en el castor 
(Messelt y Blix,1976).
D .- Aclimataciôn y aclimatizaciôn a la tensiôn de oxîgeno.
El efecto de la aclimataciôn a tensiones de oxîgeno bajas
/
sobre el patrôn de isoenzimas LDH ha sido ampliamente estudia 
do en los mamîferos, mostrando en general como respuesta un 
aumento del porcentaje de subunidades M de las isoenzimas
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C Wroblenski y Gregory,1961 ; Wieme y Maercke,1961 ; Goodfriend 
et al.,1966; Mager et al.,1968; Anderson y Bullard,1971). Mâs 
recientemente se ha estudiado el efecto de la hipoxia normo o 
hipobârica en distintos tejidos de la rata y el raton. Asî, 
la hipoxia (72mm Hg O 2 ) hipobârica aplicada durante 57 dîas 
en la rata provoca un aumento del 37,5% en la actividad espe- 
cîfica de la LDH y del 11,8% en el porcentaje de subunidades 
M del corazôn (Penney,1974). En el corazôn de rata y ratôn, 
la aclimataciôn a hipoxia normobârica (76mm Hg O 2 ) aumenta la*^ 
tasa LDH4/LDH1 en un 60% al cabo de una semana y la vuelta al 
aire atmosférico provoca la recuperaciôn de los valores norma 
les (Binette et al.,1977). Una hipoxia normobârica (76mm Hg O 2 ) 
provoca al cabo de 44 dîas en el pulmôn de rata un aumento del 
13% en la LDH5 y del 9% en las subunidades M, un descenso del 
73% en la LDHl y del 25% en la LDH2, y un aumento del 138% en 
la actividad especîfica; la aclimataciôn a 608mm Hg 0 ^ provo­
ca en cambio en el pulmôn, un descenso del 33% en la LDH5 y 
del 19% en las subunidades M y un aumento del 47% en la LDH2 
y del 100% en la LDH-1; no hubo cambios en el hîgado, ni en hi^  
poxia ni en hiperoxia (Chavapil,1975). Se han obtenido también 
resultados similares durante el desarrollo embrionario del po­
lio. Al incubar embriones de polio en hipoxia normobârica 
(110mm Hg O 2 ) se produce un aumento del 10 al 38% en las sub­
unidades M, en el hîgado, el corazôn y el mûsculo pectoral, a 
los 15 dîas de incubaciôn en hipoxia. El aumento mâs acusado 
(38%) se obtuvo en el hîgadq y el menos intense en el mûsculo 
(10%) . La incubaciôn de estos mismos embriones también duran-
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te 15 dîas en hiperoxia (304mm Hg O 2 ) , provoca asîmismo un 
descenso de las subunidades M, de un 11% en el hîgado, un 18% 
en el corazôn y un 21% en el mûsculo. La actividad total de 
la LDH no mostrô, sin embargo, variaciones en hipoxia ni en 
hiperoxia respecte a los contrôles (Lindy y Rajasalmi,1966).
En algunos casos, sin embargo, no se han detectado varia 
ciones en el patrôn de isoenzimas con la hipoxia. Asî, la _ 
aclimatizaciôn en ratas a 3.400 m de altura (Vergnes et al.,1976), 
la hipoxia normobârica (108mm Hg) en el pez Lepomis cyanellus 
(Shaklee et al.,1977) o una hipoxia extrema (3,8mm Hg O 2 ) _
aplicada durante 1,5 min. en la rata (Broniszewska-Ardelt y 
Wroblewski,1975) no han provocado cambios en el patrôn LDH ni 
en su actividad en el miocardio y el cerebro de la rata ni en 
12 tejidos distintos de Lepomis cyanellus. Quizâ el bajo ni-- 
vel de hipoxia empleado en unos casos (108mm Hg O 2  y 103mm Hg
I
O 2 = 3.400m.) o el bajo tiempo de exposiciôn en otros (l,5i mi- 
nutos), pueda explicar esta falta de respuesta. En el expéri­
mente de aclimatizaciôn a la altura en la rata, se pudo obserI
var, sin embargo, un aumento de la aparente para el piruva 
to en el grupo de altura al cabo de 12 semanas. Los autores 
interpretan este aumento como debido a un inicio de prodomi- 
nio de las subunidades M, que tienen una afinidad mener por 
el substrato, con lo que el cambio serîa también adaptative
i
respecte al oxîgeno ambiente (Vergnes et al.,1976).
Se han realizado también expérimentes in vitro con fibre-
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blastos y células epiteliales humanas cultivadas en 22,8mm Hg 
de oxîgeno. En ambos tipos celulares se observe un descenso 
del 30 al 50% en la relacion subunidades H/subunidades M a 
las 40 horas de cultive, respecte a los grupos control (Schro£ 
der et al.,1975). También se ha podido comprobar un aumento _ 
del 17 al 42% de las subunidades M en el miocardio humano 
(Hammond et al.,1976) y en la retina y la cornea del conejo 
(Bours et al.,1977) en condiciones de isquemia. En el caso de 
la retina se produjo un aumento del 50% en la LDH 5 y la desa 
paricion total de la LDH-2 en el grupo isquémico.
En los anfibios no conocemos ningun trabajo del efecto de 
la aclimataciôn o aclimatizaciôn a la tensiôn de oxîgeno sobre 
el sistema LDH. Sôlo existen algunos datos cinéticos que apo­
yan el papel aerobio-anaerobio de las isoenzimas (Salthe,1966 ;
1975).
6 .- La LDH en los procesos patôlôgicos.
Se han descrito numerosas correlaciones entre cambios en 
los patrones isoenzimâticos o en la actividad total y especî­
fica de la LDH y varios procesos patolôgicos como los tumores, 
alteraciones en el miocardio, infecciones, etc. En muchos ca­
sos, los cambios en el patrôn de isoenzimas LDH son previos a 
la manifestaciôn del estado patolôgico. De ahî el interés cl^ 
nico cada vez mâs relevante de el estudio de los niveles de 
LDH para el diagnôstico precoz de muchos fenômenos patolôgicos
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a .- Tumores.
En el caso de muchos tumores cancerigenos se ha encontrado 
repetidas veces un aumento de subunidades M. Se ha interpreta- 
do este hecho como un punto mas de apoyo a la teorîa aerobia- 
anaerobia del papel fisiologico de las isoenzimas LDH, ya que 
es conocido que las células de los tumores malignos suelen _ 
presentar dependencia de procesos anaerobios como fuaote de 
energîa (Warburg,1956). Asî, se han encontrado aumentos de 
las subunidades M en el patron de isoenzimas LDH en tejidos 
neoplasticos humanos (Goldman et al.,1964), tumores inducidos 
por el simian virus SV-40 (Prasad et al.,1972), carcinomas del 
endometrio humano (Fottrell et al.,1974), tumores y metasta-- 
sis de las mamas y el pulmôn del ratôn (Tereschenko et al., 
1975 ), canceres uterinos humanos (Goldberg,1974 ; Hamada,1975 ;
Marshall et al.,1979), células tumorales de Ehrlich que pre--
1
sentan sôlo LDH-5 (Andersson et al.,1978) y en astrocitomab 
de grade 3 y 4 y carcinomas con metâstasis del cerebro huma­
no (Rabow y Kristensson,1976). En muchos de estos casos se ob
I
servô también un aumento marcado de actividad total y especî­
fica LDH que suele ser interpretado como résultante de un au­
mento de sîntesis de subunidades M. En algunos tipos de tumo­
res, sin embargo, como es el caso de los melanomas tanto en 
H. Sapiens (Prasad et al.,1974) como en el pez Xiphophorus 
helleri (Abuja et al.,1975; Schuwab et al.,1976), no hay cam­
bios en el patrôn de isoenzimas (caso del hombre) o incluso 
hay un aumento de subunidades H (X.helleri). También se han
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descrito aumentos de subunidades H en los astrocitomas de gra 
do 1 y 2yen oligodendrogliomas cerebrales en el hombre [Rabow 
y Kristenson,1976). Algunos autores han interpretado estos r£ 
sultados como debidos a que estos tumores no dependen de la 
glucolisis anaerobia para su desarrollo y crecimiento (Schwab 
et al.,1976).
b." Lesiones musculares.
Cuando se produce una lesion en un tejido, la rotura de 
las células del mismo provoca una liberaciôn de las isoenzi­
mas LDH del tejido al plasma sanguîneo. Debido a esto, las m£ 
didas del patrôn de isoenzimas en el suero es utilizada en cl^ 
nica para saber cual es el tejido lesionado, ya que cada teji^ 
do tiene un patrôn LDH distinto y por tanto provocarâ cambios 
distintos en el plasma. Una de las lesiones que han sido mâs 
estudiadas ha sido la distrofia muscular. En esta enfermedad 
se ha encontrado un aumento de las subunidades H en el mûscu­
lo, hecho que algunos autores han interpretado como reversion 
al modelo isoenzimâtico muscular fetal (Dreyfus et al.,196z; 
Dawson y Kaplan,1965). Un estudio reciente, midiendo simultâ- 
neamente la LDH del mûsculo y el suero ha mostrado un aumento 
de la actividad total y de las subunidades M en el plasma y 
un descenso de las subunidades M en el mûsculo distrôfico.
Se interpréta este hecho como una liberaciôn de las enzimas 
del mûsculo danado al plasma (Yasmineh et al.,1978). Existe 
sin embargo, un trabajo opuesto a este (Somer et al.,1973)
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cuyos resultados han sido criticados por consideraciones meto 
dologicas (Yasmineh et al.,1978).
En el caso del corazôn, algunas enfermedades como el in-- 
farto de miocardio provocan un aumento de actividad total LDH 
en el plasma, especialmente LDH 1, al cabo de 6  ô 12 horas 
(Vesell, 1975 ;Van der Laarse et al.,1979). Se ha descrito tam­
bién un aumento de las subunidades M ventriculares en la hipeir 
trofia miocardica (Barrie y Harris,1976).
c .- Otras patologîas.
Se ha demostrado también la elevaciôn de la LDH 1 y 2 en 
el plasma después de contusiones cerebrales (Rabow et al.,1971; 
Rabow,1972). Estos autores han demostrado también la utilidad 
de las determinaciones de los niveles de isoenzimas LDH después
I
de las operaciones de aneurismas intracraneales, para detectar 
la existencia de danos celulares cerebrales debidos a la i|i-- 
tervenciôn quirûrgica (Rabow y Tibbling,197 5). Se han descrito 
aumentos de la LDH-1 en el plasma correlacionados con anemias 
perniciosas y hemolîticas (Starkweather et al.,1965) y en le­
siones renales producidas por administraciôn de cloruro de _ 
mercurio (Cornish et al.,1970). También hay aumentos marcados 
de LDH-5 en el plasma en relaciôn con enfermedades hepâticas, 
como la hepatitis y la toxicidad hepâtica producida por el 
tetracloruro de carbone (Wiéme y Van Maercke,1961) o la infec_ 
ciôn de los hepatocitos por adenovirus (Shekhtman,1978). Du--
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rante los embarazos ectopicos se produce un aumento de la 
LDH plasmatica por encima de los valores normales (Ohel et al., 
1979) y ocurre lo mismo en mujeres con hipertension cronica 
durante el embarazo (Makkonen et al.,1980). Se ha descrito 
un caso en el hombre de aumento de subunidades M en la triso- 
mia del brazo corto del cromosoma 11 (Rethore et al.,1980).
Este hecho coincide con la localizacion del gen que sintetiza 
la subunidad M en el cromosoma 11 (Boone et al.,1972). Se han 
encontrado también aumentos de la actividad LDH-1 en indivi-- 
duos con trozos de cromosoma 12 extra (Rethoré et al.,1975)^ 
que es el cromosoma que lleva el gen que codifica las subuni­
dades H en Homo sapiens (Chen et al.,1973). La deleccion del 
brazo corto del cromosoma 1 1  también provoca una disminucion 
de la actividad de la LDH-5 (Francke et al.,1977). Se ha des­
crito también recientemente en el hombre la presencia de una
barda supernumeraria de la LDH o LDH^ que emigra mas lentamen
1
te que la LDH-5 (Cabello et al.,1980). De los 18 enfermos que 
presentaron esta "LDH- 6 ", 15 murieron a los pocos dîas y là 
mayorîa padecîan arterioesclerosis con hiperemia hepâtica y
I
azoemia Tenal.
7.- Localizacion de la LDH.
A.- Localizacion subcelular j
i
a.- LDH-5
Aunque la LDH es una enzima présente en la fraccion solu-
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ble del citoplasma, se han descrito distintas localizaciones 
en los distintos compartimentos celulares para la LDH-1 y la 
LDH-5. Asi, se ha observado que la LDH-5 se une en parte a la 
fraccion particulada del musculo esquelético, mientras que 
esto no se da practicamente en la LDH-1 (Ehman y Hultin,1973). 
Ademâs, la fraccion soluble de la LDH-5 se inhibe por exceso 
de substrato, pero esto no ocurre en la fraccion unida a mem 
branas. Esto se ha interpretado como una ventaja, ya que la 
inhibiciôn por substrato mediante la formaciôn del complejo 
ternario enzima-NAD^-piruvato, segûn Griffin y Griddle (1970) 
implicaria la disociaciôn previa de la LDH en sus monômeros 
y la uniôn a la estructura particulada preservarîa la inte- 
gridad tetramérica de la enzima, impidiendo asî la formaciôn 
del complejo inactivo. Por otra parte, se ha demostrado que 
tanto el pH bajo como las concentraciones altas de NADH pro­
vocan la solubilizaciôn de la LDH-5 unida a la fracciôn part^ 
culada del mûsculo y que esta solubilizaciôn se da a pHs y 
concentraciones de NADH fisiolôgicas. Esto se ha interpreta­
do como un apoyo mâs a la teorîa aerobia-anaerobia, ya que a 
concentraciones de oxîgeno bajas se producirîa un aumento de 
NADH y un descenso del pH, que solubilizarîan la LDH-5, lo 
que permitirîa el desarrollo continuado de la glucolisis anae^ 
robia. En condiciones aerobias, por el contrario, la inacti- 
vaciôn de la LDH-5 unida a la fracciôn particulada evitarîa 
la competencia por el NADH entre la LDH y la cadena de tran^ 
porte de electrones mitocondrial (Hultin,1975;Hirway y Hultin, 
1977). Se ha sugerido que la distribuciôn subcelular diferen-
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cial de la LDH-1 y la LDH-5 se deberîa a las diferencias de 
carga que existen entre las subunidades M y H. Las diferen­
cias de carga neta en la superficie molecular provocarian __ 
distintas afinidades con otras macromoléculas y por tanto 
determinarîan la distribuciôn topogrâfica celular de las __ 
isoenzimas (Markert,1975).
b.- LDH 1
Se ha descrito una asociaciôn especîfica de la LDH-1 con 
las mitocondrias por métodos de centrifugaciôn diferencial de 
homogenados tisulares (Agostini et al.,1966). Esta asociaciôn 
tendrîa un significado fisiolôgico, dadas las caracterîsticas 
cinéticas de esta isoenzima (Kaplan,1968), pero estos résulta 
dos se han discutido debido a la posibilidad de redistribuciôn
de la LDH durante el fraccionamiento subcelular (Holmes y Ma^
1
ters,1979). Sin embargo, se han encontrado correlaciones fun- 
cionales, ya que se ha visto que el lavado de las mitocondrias 
no évita la oxidaciôn aerôbica del lactato y esta oxidaciôn 
parece darse en el espacio intermembranoso de las mitocondrias 
hepâticas, siendo allî iniciada por la LDH-1 (Skilleter y Kun, 
1972). Se ha detectado también, recientemente, por técnicas 
inmunohistoquîmicas, la presencia de LDH-1 pero no de LDH-5 
en las mitocondrias del hîgado de rata (Yamashita et al.,1979). 
También se ha detectado la presencia de LDH-X en las mitocondrias 
de espermatogonias y espeïiiatozoides (Montamat y Blanco, 1976) , 
pero el uso de técnicas inmunohistoquîmicas révéla, sin embar
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go, una distribuciôn citoplâsmica para la LDH-X en el ratôn 
(Hintz y Goldberg,1977).
B.- Localizaciôn histoquîmica
La aplicaciôn de las técnicas histoquîmicas es especial­
mente interesante para determinar la presencia de distintas en 
zimas en distintos tipos celulares de un mismo tejido que no 
son separables macroscôpicamente. Tienen ademâs la ventaja de 
evitar los artefactos producidos por la homogeneizaciôn o la 
centrifugaciôn diferencial. Sin embargo, tienen también sus _ 
problemas especîficos como la difusiôn de las enzimas o los 
reactivos durante la incubaciôn. Jacobsen(1969) ha estudiado 
en profundidad el revelado de la LDH por el método del lacta- 
to-NAD^-PMS-NBT, concluyendo que la difusiôn de la enzima se
minimiza seleccionando el fijador adecuado y la de los réactif
i
vos se reduce disminuyendo el tiempo de incubaciôn y anadien- 
do concentraciones de substrato altas (100-200mM). Ha compro­
bado también que esta reacciôn es especîfica para la LDH, por
I
inactivaciôn por calentamiento, piruvato y oxalato. Se ha corn 
probado también, que la adiciôn de PMS (metasulfato de fenaci^ 
na) hace que la reacciôn sea independiente de la NADH 2 -reduc- 
tasa de tetrazolio (Wijhe et al.,1963). Algunos autores han 
aplicado la incubaciôn en medios gelatinosos para evitar los 
efectos de difusiôn (Fahimi y Amarasingham,1964). La importan 
cia del enfoque histoquîmico. se pone de manifiesto con ejem- 
plos como el de la localizaciôn de la LDH en los ovocitos de
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mamîferos. La utilizaciôn de técnicas bioquîmicas habîa dado 
como resultado un predominio de LDH-1 en el trofoblasto de _ 
muchos mamîferos como el perro, el gato, la vaca, el cerdo, 
la cabra (Engel y Kreutz,1973) y los roedores en general _ 
(Auerbach y Brinster,1967 ;Rapola y Koskimies,1967). Sin em-- 
bargo, la combinaciôn de las técnicas histoquîmicas con el _ 
empleo de inhibidores selectivos de los dos tipos bâsicos de 
LDH (piruvato, urea), ha permitido comprobar que en muchos _ 
de estos mamîferos y desde luego en el raton, la isoenzima 
prédominante en el trofoblasto antes de la implanlacion y en 
el ovocito, es la LDH-5 y no la LDH-1. La presencia de LDH-1 
detectada por técnicas bioquîmicas, se deberîa a la adsorcion 
de esta isoenzima por el embrién a partir los lîquidos del 




a.- Desarrollo embrionario. i
Se han realizado pocos trabajos sobre la localizaciôn hi_s
I
toquîmica de la LDH en los embriones de los poiquilotermos. El 
grupo mâs interesado por este problema parece haber sido el 
del Profesor Boulekbache. Estudiando los primeros estados del 
desarrollo del huevo de Salmo irideus, han encontrado una di£ 
tribuciôn en mosaico de la LDH en la blâstula y una localiza­
ciôn especialmente intensa de la LDH en el botôn embrionario 
y las capas envolvente y profunda durante la epibolia (Rouband 
et al.,1976). En este ultimo estado, han observado mediante _
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experimentos de disociaciôn de los blastômeros, que sôlamen- 
te presentan una actividad LDH importante las células perife 
ricas que desarrollan procesos de fijaciôn o movilidad como 
lobopodios, lamelipodios y filopodios. La distribuciôn en mo 
saico en el estado de blâstula no fue comprobada al microsco^ 
pio. Estos autores interpretan estos resultados como corres- 
pondientes a una relaciôn entre movilidad celular y actividad 
LDH intensa. Otros estudios han demostrado en Fundulus hetero 
clitus que las zonas periféricas del disco embrionario juegan 
un papel motor en la epibolia (Trinkaus,1973). El estudio du­
rante la organogenesis ha mostrado la localizaciôn intensa de 
la LDH en la corda, el tubo neural, el prosencéfalo y especial^ 
mente las células de las vesîculas ôpticas. Se ha observado 
que también estos neuroblastos y células retinianas ricos en 
LDH desarrollan movimientos y migraciones celulares intensas 
durante su diferenciaciôn. El nudo terminal, que présenta una
I
actividad LDH especialmente intensa, desarrolla movimiento's 
morfogenéticos particularmente intenses y ha sido considerado 
como homôlogo al labio dorsal del blastopore (Pasteels,193^ ; 
Ballard,1973). También se observé una actividad LDH, aunque _ 
menos intensa en las regiones periféricas de los somites _ 
(Boulekbache et al.,1977).
También se ha estudiado la localizaciôn de la actividad 
total de la LDH durante los primeros estados del desarrollo 
en Pleurodeles waltlii (Boulekbache y Barja de Quiroga,1981) , 
encontrândose una disposiciôn especîfica de la enzima alrede-
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dor de los nûcleos de los blastômeros en el estado de môrula. 
En la gâstrula de esta especie se observé una localizaciôn 
preferente de la actividad en la zona del labio dorsal del _ 
blastoporo, las células internas en invaginaciôn y en el epi- 
blasto dorsal incluyendo al neuroblasto. Se ha estudiado en 
esta especie la diferenciaciôn de las células cartilaginosas 
en estados posteriores del desarrollo, observândose un aumen­
to de actividad LDH en los condroblastos en el momento en que 
aumenta mucho la densidad celular, justo antes de la apari-- 
ciôn de los primeros condrocitos. Se ha sugerido que el des­
censo de la tensiôn de oxîgeno local debido a el aumento de 
densidad celular (Thorogood y Hall,1976) podrîa estar relaci«o 
nado con este aumento de actividad LDH, aunque también se ha 
propuesto un papel de la LDH en el control de la sîntesis de 
condroitîn sulfato a través de la regulaciôn de la tasa NAD^/ 
NADH (Varughese et al.,1977; Corsîn et al.,1979). ,
b .- Desarrollo larvario en los anfibios.
Se han realizado varios estudios sobre la localizaciôn hi£ 
toquîmica de la LDH en el mûsculo caudal de las larvas de los 
anfibios. Varios estudios realizados mediante microscopia ôp- 
tica y electrônica han mostrado que el mûsculo caudal de las 
larvas de los anfibios présenta dos tipos de fibra estriada, 
"roja" y "blanca" (Watanabe,1969 ; Grillo et al.,1970 ; Sasaki, 
73,74; Watanabe y Sasaki,1974) que serîan équivalentes a las 
fibras musculares "lenta" y "râpida" de los adultos (Kuffler
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y Williams, 1953; Peachey y Huxley,1962; Page,1965; Lannergren 
y Smith,1966; Franzini,1970). Estos dos tipos de fibras "rojas, 
de contracciôn rîtmica" y "blancas, de contracciôn intensa", 
tienen una distribuciôn especîfica de forma que las fibras 
rojas se colocan en la regiôn periférica del mûsculo y las fi^  
bras blancas en la zona interna. De ahî su nombre de fibras 
p.m. (periféricas) y fibras i.m.(internas). Las fibras peri­
féricas se disponen inmediatamente por debajo de las células 
pigmentarias, son de diametro pequeno y ricas en sarcoplasma 
y mitocondrias. Las fibras internas se colocan por debajo de 
las fibras periféricas, son mâs gruesas que éstas y tienen me^  
nor cantidad de sarcoplasma y de mitocondrias (Sasaki,1973).
En Rana catesbeiana se ha descrito también la existencia de 
fibras rojas y blancas en el mûsculo interhioideo. Las fibras 
rojas, mediante contracciôn rîtmica, provocarîan el bombeo bu 
cal de agua, mientras que las blancas expelerîan detritus del 
sistema de irrigaciôn (Gradwell y Walcott,1970). '
La localizaciôn histoquîmica de la LDH al microscopic op - 
tico y electrônico en el mûsculo caudal de Rana castebeianâ, 
Rana japônica y Xenopus laevis durante la vida larvaria ha mo£ 
trado que: las fibras periféricas presentan una actividad LDH 
mucho mâs alta que las fibras internas; las fibras periféri­
cas son mâs ricas en subunidades H que las fibras internas; la 
porciôn terminal de la cola sôlo présenta fibras periféricas 
mâs ricas en subunidades H; .conforme avanza el desarrollo hay 
un progresivo aumento de subunidades M, especialmente en la
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region terminal de la cola; signe existiendo actividad LDH 
incluso en el climax; al microscopic electrônico, la LDH 
se localiza en la membrana celular, en vesîculas pinocitôti^ 
cas, en el sarcoplasma, en las mitocondrias y en los tûbulos 
T de las trîadas (Sasaki,1977,1979). En el mûsculo caudal de 
Discoglossus pictus se ha encontrado también un porcentaje 
de subunidades H mucho mayor en la porciôn distal que en el 
resto de la cola, y un aumento de subunidades M conforme el 
desarrollo se va acercando al clîmax metamôrfico (Alonso et 
al.,1976). La correlaciôn de las subunidades M con las fi-- 
bras musculares "râpidas" y de las subunidades H con las fi­
bras musculares "lentas y rîtmicas" se ha establecido tam-- 
bién en los peces (Odense et al.,1978; Hochachka,1980) y en 
los mamîferos (Messelt y Blix,1976).
c.- Tejidos adultos j
I
Se ha usado también la combinaciôn de las técnicas histo­
quîmicas con las inmunolôgicas o con el uso de inhibidores se^
I
lectivos, para localizar diferencialmente a la LDH-1 y la LDH 
-5 en los tejidos. Asî, se ha podido observar que en el rinôn 
de la rata, las regiones corticales, que tienen un metabolismo 
predominantemente oxidativo (Lee,1964), presentan un predomi­
nio de subunidades H, mientras que las subunidades M son las 
mâs abondantes en la médula renal que tiene un metabolismo 
glucolîtico mayor (Kean et al.,1961), (Fine et al.,1963; Smith 
y Kissane,1963 ; McMillan,1967 ; Jacobsen,1969). En el hîgado
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de la rata y la vaca, se ha podido localizar a la LDH-5 en 
una zona de citoplasma amorfo que podrîa corresponder a la ' 
region rica en glucôgeno, mientras que la LDH-1 aparece en 
el citoplasma amorfo cercano a la membrana celular en la zo 
na de los canalîculos biliares y en las mitocondrias, (Tsy- 
gankov et al., 1971;Ito et al.,1973; Yamashita et al.,1979). 
Tambiën se ha descrito la presencia de ambas isoenzimas en 




El problema de la aclimataciôn a la tension de oxigeno am 
biente ha sido estudiado en los anfibios en cuanto a muchas com-- 
pensaciones fisiolôgicas. El caso de la aclimataciôn a nivel mole 
cular, concretamente con referenda a la enzima clave de la gluco 
lisis, la lactato deshidrogenasa, no ha sido prâcticamente aborda 
do en los anfibios y dista de estar clarificado incluse en los lia 
mados vertebrados superiores.- Ya que las larvas de los anfibios 
debido a su habitat dulceaquîcola, se ven con frecuencia someti-- 
dos a condiciones de hipoxia e incluse de hiperoxia, nos ha pare- 
cido muy interesante estudiar en Discoglossus pictus:
1?" El control y expresiôn génica del polimorfismo LDH
previamente observado, tante por su interés intrinse- 
co, como para su segregaciôn con objeto del estudip
I
posterior en las isoenzimas LDH.
2?- La distribuciôn de frecuencias, la movilidad electfo- 
forética, la actividad de las isoenzimas y sus propie 
dades cinéticas, en las distintas variantes polimôrfi 
cas,para aportar dates sobre su posible significado 
fisiolôgico.
3?- El efecto de la tension de oxigeno sobre el consume 
de oxigeno, el crecimiento, el comportamiento y la 
utraestructura celular en las larvas.
—9^—
4?- El efecto de la aclimataciôn a la tensiôn de oxigeno 
ambiente sobre el sistema isoenzimâtico de la LDH de 
los tejidos larvarios.
5?" Las variaciones en las actividades total y especîfi- 
ca de la LDH durante todo el desarrollo.
6 ?- La localizaciôn histoquîmica de la LDH en los prime-- 
ros estados embrionarios y el efecto sobre el desarro 
llo de la inhibiciôn por el oxamato sôdico.
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- Aceite de columnas de Ames.
- Acido acetico de Probus.
- Acido clorhîdrico de Merck.
- Acido £osf6 rico de Probus.
- Acido oxamico de Serva.
- Acrilamida de Canalco y BDH Lb. reagents.
- Albumina humana de Rubber.
- Alumbre de potasa de Probus.
- Amarillo naftol de Probus.
- Benceno de Panreac.
- Bisacrilamida de Canalco.
- Butanol de Panreac.
- Cacodilato sôdico de Prolabo. |
I
- Carbonate sôdico de Merck.
- Carmin de Merck.
- Cloruro calcico de Probus.
- Cloruro de mercurio de Probus.
- Dinucleôtido de adenina y nocotinamida oxidado (NAD^) 
de Merck.
- B-dinucleotido de adenina y nicotinamida reducido 
(NADH + H*), sal disôdica, grade II, de Boehringer.
- Etanol de Panreac.
- Formaldehido de Probus.
- Fosfato bipotasico de Probus.
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- Fosfato monopotâsico de Probus.
- Hidrôxido sôdico de Merck.
- Glicocola de Canalco.
- Glutaraldehido de Canalco.
- Gonadotropina coriônica humana (GCH), Pregnil de Organon 
y Profasi de Farma-Lepori.
- D,L-lactato sôdico, grado DL-V, de Sigma.
- Metosulfato de fenazina (PMS) de Sigma.
- MS-222 (etil-m-aminobenzoato metanosulfonato) de Sandoz.
- Nitrato de Cobalto de Merck.
- Nitroazul de tetrazolio-Cl (NBT) de Serva,
- Nitrôgeno- R. de S.E.O..
- Oxigeno seco de S.E.O.
- Persulfato amônico de Serva.
- Piruvato sôdico, tipo II, de Sigma.
- Reactivo de Folin-Ciocalteau de Panreac.
I
- Sacarosa de Merck. I
1
- Sulfato de Cobre de Probus.
- Tartrato sôdico-potâsico de Merck.
- TEMED (N,N,N* ,N' -tetrametil etilendiamina) de Canalco'.
- Tetraoxido de osmio de Serva.
- Tolueno de Panreac.
- Tris (2-amino-2 hidroximetil- 1,3-propanodiol) de Canalco
2.- Aparatos.- /
- Bascula de Precisiôn Sauter 404.
- Centrifuga MSB 01491 A.
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- Compresores de aire RENA 100 y 101.
- Colorimetro Spectronic 20 BAUSH y LOMB.
- Cubetas de electroforesis de disco Shandon.
- Densitômetro Chromoscan de Joyce-Loebl 400.
- Electrode de oxigeno EIL -1521.
- Espectrofotômetro Beckman DB-G 152704 con inscriptor 
VOM 5E de Baush y Lomb 37-01-06.
- Fuente de alimentaciôn para electroforesis Vokam SAE 2761 
Shandon.
- Incubador Dubnoff PS,GCA, 16 A3-9.
- Lupa binocular PZO, Nr 9030.
- Medidor de oxigeno EIL 1520.
- Microtomo E.COGIT et. Cie. 595.
- Microscopio electrônico JEOL 100-CX.
- Termostatizador con agitacion B. Braun 36546.
- Ultramicrotomo LKB 480-1.
I
i
3.- Animales de experimentaciôn.-
A.- Animales adultes.-
Todos los experimentos se han realizado en la especie 
Discoglossus pictus (Otth.) variedad pictus conocido comun 
mente como "sapillo pintojo". Pertenece a la clase de los 
Anfibios, Orden Euanuros, suborden Opistocëlidos, familia 
de los Discoglosidos. El gënero Discoglossus tiene distri^ 
buciôn mediterrânea, encontrândose en la Peninsula Ibëri- 
ca, el litoral Francës, Palestina, Marruecos, Argelia, Tu
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nez, Sicilia, Corcega y Malta.
En un principio, solo una especie, pictus (con dos 
subespecies) estaba incluida en el gënero Discoglossus. 
Mendelssohn y Steinitz (1943) citan una nueva especie 
con la denominacion de Discoglossus nigriventris que se 
da en Palestina. Anos mas tarde Knoepffler (1961) eleva 
la hasta entonces subespecie sardus, oriunda de Corcega 
y Cirdènâ a la categoria de especie. Segun este autor, 
el gënero Discoglossus incluirîa très especies: pictus 
que serîa la de distribuciôn mâs amplia; sardus sôlo prq^ 
pia de Côrcega y Cerdena e islas contiguas; nigriventris 
cuya distribuciôn se limita a una pequena localidad en 
Palestina.
La especie pictus £ue descrita en 1837 por Otth.toman 
do como muestra ejemplares procedentes de Sicilia que se 
conservaron en el Museo de Viena. D.pictus présenta una
I
coloraciôn variable. Camerano (1883) fue el primer aut^r 
en distinguir las dos variedades existentes: D.pictus var. 
vittata (variedad a bandas) y D.pictus var. ocellata (var. 
a manchas). Las frecuencias felativas de ambas variedades 
varîan segun las zonas. Lantz (1947) describe una ausen- 
cia total de la variedad a bandas en Côrcega y Cerdena.
El trabajo de Knoepffler (1961) coincide en el hecho de 
que todos los especîmenes de esas regiones son siempre de 
la variedad a manchas. Los estudios realizados por Palcich 
(1957) en la région de Palermo y por Reverberi (1964) en 
Sicilia muestran una distribuciôn del 93-95% de variedad
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a manchas y 5-7% de variedad a bandas en las zonas citadas. 
Nosotros hemos encontrado una. distribuciôn menor del 5% de 
variedad a bandas en los especîmenes capturados en la re-- 
giôn de Madrid. No se han encontrado diferencias en cuanto 
a la frecuencia de ambas pigmentaciones al comparar machos 
y hembras.
En un principio se pensô que las dos coloraciones se _ 
debîan a efectos ambientales. Sin embargo el estudio gené- 
tico por medio de cruzamientos realizado en primer lugar _ 
por Lantz (1947) y Gallien (1948) y confirmado después mâs 
extensamente por Reverberi (1964) llevô a la conclusiôn de 
que la pigmentaciôn de la piel en Discoglossus pictus esta 
ba controlada por un gen dialélico mendeliano. La variedad 
menos frecuente corresponde curiosamente al gen dominante 
mientras que los individuos a manchas serlan recesivos y _ 
homocigotos para el color. Esta situaciôn genética fue con
i
firmada por Alonso-Bedate(1960) haciendo transplantes re-- 
ciprocos de fragmentes de las crestas neurales (que son 
las responsables del tipo de coloraciôn) entre las dos j r a -  
riedades.
Debido a su mucha mayor frecuencia y a su carâcter ho- 
mocigoto para la coloraciôn, hemos realizado todos los tra 
bajos expérimentales con especîmenes de la variedad a man­
chas capturados en Madrid. Se utilizaron dos zonas de cap-
/
tura referidas como : zona A (Huerta del Obispo) y Zona B 
( Parque del Geste). Ambas zonas presentan poblaciones de 
tamano pequeno y se encuentran aisladas del exterior por _
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barreras artificiales.
Los individuos adultos pueden tener una longitud varia 
ble, entre 5 y 8  centimetres siendo generalmente mayor el 
tamano del macho. La cabeza es puntiaguda presentando un 
triangulo amarillento caracteristico en su parte superior. 
La pupila es triangular con un vertice hacia abajo. La bo- 
ca présenta dientes vomerianos. La lengua tiene forma de 
disco. Los adultos tiepen costillas, vertebra sacra libre_ 
y cintura pectoral arcifera. Los machos presentan un ure­
ter secundario, independiente del canal de Wolf. (Grasse, 
1976) .
Los machos alcanzan la madurez sexual a los tres o cu^ 
tro anos, presentando excrecencias de color negro sobre 
los dedos 3° y 4° y en la barbilla durante la época de ce^  
lo. En este perîodo toda la piel se queratiniza fuertemen 
te haciendose mâs rugosa y seca. Estas modificaciones se
I
producen después de una muda particular calificada de se­
xual. Una nueva muda después de la reproducciôn devuelve 
el tegumento a su estado anterior. Los acoplamientos y 
puestas se repiten hasta seis veces en una misma estaciôn 
de reproducciôn. La hembra pone entre 300 y 500 huevos 
por puesta. (Grasse, 1976).
Se trata de una especie tîpicamente acuâtica que fre- 
cuenta los estanques, fangales, pantanos, arroyos y manan 
tiales sin alejarse nunca de los cursos de agua. Cuando 
la temperatura desciende. por debajo de 9°C se esconden ba
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jo las piedras, hendiduras de las rocas o incluso enterra 
dos en la tierra bajo el mantille verde donde pasan la e^ 
taciôn frîa. No se puede hablar de hibernaciôn en sentido 
estricto en esta especie ya que se han encontrado restes 
de comida, incluso grandes oligoquetos completes, en el 
tube digestive de animales recogidos en época invernal. _ 
Se nutren de Culicidos, Dipteros, Coleôpteros, Lepidôpte- 
ros y son a su vez depredados por Mamîferos, Aves y Ser-- 
pientes CNatrix.Coluber) . Sus principales parâsitos son _ 
los Hirudineos en general, Nematotaenia dispar (Cestodo), 
Distomum ranae (trematodo) y Cosmocerca ornata (Nematode). 
Viven desde el nivel del mar hasta 2.250 metros de altura. 
En estado libre viven unos 15 anos. El numéro de cromoso- 
mas es de 14 pares, siendo 20 metacéntricos y 8  acrocén-- 
tricos (Salvat, 1968).
Los animales adultos, después de su captura se guarda^ 
ron en cajas de plâstico a 8  - 3°C de temperatura y en' 
ayunas hasta el memento de su utilizaciôn. Para la obtqn- 
ciôn de puestas se inyectaron entre 300 y 400 unidades 
(segun la época del ano) de hormona gonadotrôpica coriéni 
ca humana (HCC) tanto a los machos como a las hembras, 
une o dos dîas después de la captura. Los animales se in­
yectaron siempre por la tarde. La inyecciôn alcanza el sa 
ce linfâtico ventral a través del musculo sartorio, para 
evitar el retroceso del liquide con la retirada de la agu 
j a . Se dejan las parejas. cerca del caler (25°C aproximada 
mente) durante la noche, obteniéndose las puestas al dîa__
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siguiente por la manana. La H.G.C. humana induce la copu­
la asi como la maduracion de los huevos en la hembra. La 
hormona necesita la existencia de la capa de celulas £o- 
liculares para ejercer su accion sobre los huevos en ma­
duracion. Trabajos de C. Otero y otros (1978) en la espe­
cie Discoglossus pictus, han mostrado que la H.G.C. huma­
na provoca la incorporacion de nutrientes exogenos, espe- 
cialmente aminoacidos en el interior de los foliculos. _ 
Este efecto, aunque correlacionado, no parece ser necesa 
rio para la maduracion del oocito.
Para la realizaciôn de cruzamientos fue necesaria la 
identificacion previa del fenotipo LDH de los padres. Con 
este fin, se extirpe una pequena cantidad de musculo gas- 
trocnemio a machos y hembras previa anestesia con eter 
etilico. El musculo asi extraido se utilize para la iden- 
tificacion del fenotipo LDH como veremos mas adelante.
Los animales se recuperan totalmente de la anestesia al 
cabo de unas dos horas y pueden ser utilizados al dia si- 
guiente para la obtencion de puestas.
En el caso de los experimentos realizados sobre muscu 
lo sartorio, corazon y rinon de animales adultos para el 
estudio de la cinetica de las isoenzimas LDH, la perma-- 
nencia maxima de los animales en el laboratorio no superb 
las dos semanas en frio y ayuno hasta su utilizaciôn.
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B .- Desarrollo embrionario.-
Los huevos recien puestos por la hembra son esfericos 
y de un tamano aproximado de 1 mm. Al contacte con el agua 
las membranas gelatinosas de los huevos se hinchan y _ 
alcanzan un diâmetro de unos 2 6  3 mm. Los huevos no se 
aglutinan entre sî, y son emitidos a intervalos en grupos 
de 20 a 50 y caen al fonde. El polo animal présenta una 
pigmentaciôn pardooscura. El polo vegetative, donde se en 
cuentra el vitelo en mayor abundancia, ocupa el tercio o 
cuarto inferior y es de color bianco grisâceo.
Los huevos de Discoglossus recién puestos son esferi­
cos a excepciôn de una hendidura pronunciada que aparece 
en el polo animal en la cual se acumulan los espermatozoi^ 
des. Esta zona es el lugar de penetraciôn del espermato-- 
zoide, la zona de activaciôn. Esta activaciôn es facilmen
te detectable por la desapariciôn de la hendidura supe--
rior a consecuencia de la misma, de modo que el huevo ac- 
tivado es totalmente esférico. A consecuencia de la acti­
vaciôn se produce también la rotaciôn y equilibraciôn del 
huevo al levantarse la membrana de fecundaciôn, de forma 
que los huevos activados presentan el polo animal pigmen- 
tado siempre hacia la parte superior.
El desarrollo embrionario en D. pictus es muy rapide, 
lo que juntamente con su respuesta a la GCH convierte a 
esta especie en un buen material de trabajo para el tipo 
de estudios que hemos realizado. La velocidad de desarro-
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llo depende de la temperatura, completandose la fase em- 
brionaria en dos semanas a partir de la puesta a una tem 
peratura de 22°C.
Para la determinacion de los estados del desarrollo 
embrionario hemos utilizado la tabla de Gallien y Houillon 
(1951) para D.pictus pictus. Esta tabla resume el desa-- 
rrollo embrionario en 32 estados designados con numéros 
arâbigos y abarca desde la puesta hasta el fin de la for 
macion del espirâculo. La segmentaciôn abarca hasta el 
estado 8  y se compléta en una 15 horas. La gastrulacion 
cubre los estados desde el 8  al 11 durando otras 24 horas. 
La neurulaciôn empieza en el estado 12. Sobre la neurula 
aparecen yâ los primeros somites en la zona posterior y 
el embriôn présenta cilios vibrâtiles. Esta fase se com­
pléta en el estado 16. La éclosion ocurre en el estado 
19. Entre los estados 20 y 25 se compléta la circulacion
I
sanguinea. '
Entre los estados 26 y 3 2 comienzan los movimientos _
natatorios, se desarrolla el tubo digestive, el opercule
■
recubre las branquias externas y finalmente aparece el 
espirâculo que es medio-ventral. A partir del estado 32 
el desarrollo embrionario se considéra terminado y la jo^  
ven larva, que mide unos 9mm. y tiene unos 15 dîas de _ 
edad, comienza a alimentarse. /
I
La descripciôn de los estados del desarrollo embrio­
nario utilizados en los distintos experimentos del pre--
—10&»
sente trabajo se da brevemente a continuaciôn. Los tiem--
pos de desarrollo son médias de los tiempos observados
en las diferentes puestas,
- Estado 0.- 0 horas. Huevos sin activar. Se recogen de __ 
la porciôn distal del oviducto.
- Estado 6 .- 8  horas. Huevo en segmentaciôn. Estado de mô
rula entre 64 y 128 células.
- Estado 8 .- 15 horas. Fin de la segmentaciôn. Inicio del
labio dorsal. Comienza la invaginaciôn y movimiento de
células del cordomesodermo dorsal hacia el interior de 
la futura gâstrula.
- Estado 10.- 24 horas. Botôn vitelino. Labios dorsal y _ 
ventral del blastoporo unidos. Punto medio del proceso 
de gastrulaciôn.
- Estado 14.- 44* horas. Punto medio del proceso de neu^u-
I
laciôn. Crestas medulares convergentes en la regiôn po^ 
terior.
- Estado 16.- 55 horas. Fin de la neurulaciôn. Aparecen^ __ 
los primeros cinco somites. Si se sépara de la ganga y 
el corion, el embriôn es capaz de desplazarse sobre una 
superficie lisa gracias a sus cilios vibrâtiles.
- Estado 19.- 3 dîas. Respuesta a la estimulaciôn mecâni- 
ca. Eclosion. 6-7 somites.
- Estado 20.- 3 dîas. 13-15 somites.
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- Estado 21.- 3,5 dîas. Comienza el latido del corazôn.
Se observa ventralmente el ôrgano adhesive.
- Estado 23.- 4 dîas. Ya se ha producido la eclosiôn y 
posee un ôrgano adhesive en la regiôn ventral. El cora­
zôn ya late y es caracterîstica de este estado la cir--
culaciôn en los dos pares de branquias externas.
- Estado 27.- 6  dîas. El embriôn posee las branquias ex--
ternas con inicio de opercule y comienza a nadar libre- 
mente. Tubo digestivo en desarrollo.
- Estado 30.- 10 dîas. Las branquias externas estân casi
cubiertas por el opercule impar. Se ven dentîculos côr- 
neos sobre los repliegues de la boca. A los lados se ob 
servan bandas de cromatôforos.
C .- Desarrollo larvario.-
I
El desarrollo larvario abarca desde el comienzo deila
I
alimentaciôn, cuando el renacuajo mide unos 9 mm. hasta _ 
el fin de la metamorfosis, al termine de la cual los jôve 
nés miden unos 15 mm. Este proceso dura entre 35 y 40 dîas 
aproximadamente. Al no existir tabla del desarrollo larva 
rio para Discoglossus pictus, de entre todas las demâs ta 
bias existentes para otros anuros, hemos elegido la refe- 
rente a Rana pipiens (Taylor y Kollros 1946). El criterio 
de elecciôn se ha basado en la relativa similitud de am-- 
bos desarrollos, y en la gran difusiôn de la tabla de _ 
Taylor. El hecho de que los estados se refieran en ella
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con numéros romanos, évita posibles confusiones con los 
estados del desarrollo embrionario en las referencias del 
texto. Esta tabla divide el desarrollo en tres Eases fun- 
damentales.
La primera fase o Premetamorfosis abarca los estados 
desde el I al X y dura 20 6 25 dîas. Se trata fundamen-- 
talmente de una fase de crecimiento durante la cual co-- 
mienzan a aparecer las extremidades posteriores que tienen 
forma de paleta.
La segunda fase es la Prometamorfosis. En esta fase _ 
continua el crecimiento de forma que el animal llega a me^  
dir unos 38 mm. Esta fase représenta una preparacion para 
la metamorfosis. Posiblemente muchos de los cambios bio- 
quîmicos necesarios para la realizaciôn de la metamorfo­
sis se produzcan en las etapas finales de esta fase. Abar 
ca desde el estado XI al XVIII y dura unos 10 dîas. Las 4
I
extremidades con sus dedos se forman completamente. Tanto 
durante la Pre como durante la Prometamorfosis los ren: 
cuajos son alimentados con espinacas cocidas , dado el _ 
carâcter eminentemente hervîvoro de las larvas. Es de no­
tar sin embargo, un cierto grado de canibalismo sobre los 
individuos mâs pequenos y menos desarrollados. Este tipo 
de fenomeno se ha procurado evitar manteniendo a los ani­
males separados en grupos lo mas sincrônicos posibles y 
con aporte de comida en exceso, ya que experimentos real^ 
zados en nuestro laboratorio apuntan en el sentido de una
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influencia diferencial del tipo de dieta (carbohidratos- 
lipido + proteina) sobre las isoenzimas LDH. La tercera 
y ultima fase del desarrollo larvario es el climax meta- 
morfico y dura una semana aproximadamente, desde el esta 
do XIX al XXV. El animal deja de comer y se dan grandes 
transformaciones metabolicas que van a permitir el paso 
de la vida acuâtica a la vida aêrea. Salen al exterior 
los miembros anteriores, se flexionan los posteriores, 
se alarga la boca hasta detras de los ojos, se produce 
la regresion de la cola, etc. Entre los cambios fisiolô- 
gicos son de destacar cambios en la movilidad electrofo- 
retica de la hemoglobina, y el paso de la excreciôn del 
nitrôgeno en forma de amonîaco a una excreciôn ureotéli^ 
ca.
La descripciôn de los estados del desarrollo utiliza­
dos se detalla brevemente a continuaciôn: i
I
- Estado I.- Este estado marca el inicio de la vida lar- 
varia. El renacuajo, ya con el ano abierto, comienza 
comer. Empiezan a asomar al exterior los esbozos de l'as 
extremidades posteriores.
- Estado III.- Los esbozos de las extremidades posterio-- 
res son el doble de largos que de anchos. El animal pa- 
sa un largo perîodo de tiempo en este estado, entre 7 y 
12 dîas. Durante este tiempo el ûnico cambio observable 
es el crecimiento del animal. El hîgado estâ ya bien di^  
ferenciado y présenta vesîcula biliar. La longitud en _
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este estado oscila entre 1,5 y 20 mm.
- Estado IV.- Este estado se distingue del anterior por 
el tamano de las extremidades posteriores y por la _ 
apariciôn en ellas de una curvatura que représenta el 
esbozo del pie.
- Estado VII.- El pie estâ ahora bien delimitado y se di^ 
tingue del resto de la extremidad por un estrechamiento. 
Aparece un esbozo del 2° dedo.
- Estado XI.- Inicio de la prometamorfosis.
- Estado XII.- Aparecen ya los esbozos de los 5 dedos. Ex 
tremidad posterior con dos partes separadas por una in­
flexion.
- Estado XIV.- Comienza la separaciôn entre los diferentes 
dedos de la extremidad posterior.
- Estado XVI.- Aparecen nudillos que separan las distintas 
falanges de los dedos.
- Estado XVII-XVIII.- Extremidades posteriores con longi-- 
tud mâxima, divididas en 4 partes, con membrana interdi­
gital. La longitud en este estado es la mâxima del desa­
rrollo, pudiendo variar entre 33-38 mm.
- Estado XIX.- La apariciôn en el exterior de la extremi-- 
dad anterior derecha marca el inicio del climax metamôr- 
fico. Se doblan las extremidades posteriores de forma _ 
que los muslos se colocan ahora perpendicularmente al
eje antero-posterior.
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--Estado XX.- Aparece la extremidad anterior izquierda.
Se inicia la regresiôn de la cola. La boca comienza 
a ensancharse lateralmente.
- Estado XXIII.- La boca llega ahora hasta detrâs de los 
ojos. Cola reducida a una quinta parte de su longitud.
- Estado XXV.- Fin del climax metamôrfico. La longitud 
del animal se ha reducido a unos 10mm., debido a la 
pérdida de la cola y también a una cierta deshidrata-- 
cion del animal que ahora comienza su vida terrestre.
Durante todo el desarrollo, los animales se mantie-- 
nen en agua desclorada en cristalizadores de vidrio o 
plâstico. El joven recién metamorfoseado mide unos 10mm, 
alcanza 20mm a finales del primer ano, 30mm al finalizar 
el segundo y entre 50 y 60mm al final del tercer ano. El 
momento en que alcanzan la madurez sexual varia segun
I
las condiciones climâticas y suele alcanzarse al final ' 
del tercer ano de vida. (Salvat, 1968).
Durante todo el desarrollo larvario los animales se 
alimentaron con espinacas cocidas. La ingestion de alimen 
to no fue nunca un factor limitante.
II - METODOS
1.- Control de la tension de oxigeno.-
Para llevar a cabo los experimentos de aclimataciôn a las 
distintas concentraciones de oxigeno a largo plazo (15 _
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dîas) se utilizaron cuatro niveles de tensiôn de oxigeno. 
Estos niveles fueron:
1) hiperoxia-100 % 0 ^ (710mmHg de O 2 ) ; 2) normoxia-21 % O 2  
(149,1mm Hg 0^); 3) hipoxia moderada- 12,6% de O 2  (89,5mm 
Hg O 2 ) y 4) hipoxia extrema- 5,25% O 2  (37,3 mmHg 0 ^ )  •
Como en los estados en los que se realizaron los expe^ 
rimentos las larvas poseen tanto branquias como pulmones 
funcionales, las tensiones de oxigeno arriba citadas se._ 
mantuvieron constantes tanto en la fase gaseosa como en 
la fase liquida. Las larvas se colocaron en recipientes 
de vidrio de cuatro litros de capacidad. La fase acuosa 
ocupô un litro y la gaseosa tres litros. Los recipientes 
poseîan tapaderas esmeriladas que facilitaron el cierre 
hermético con aplicaciôn de silicona entre las superficies 
en contacte. Estaban provistos de una entrada y una salida 
de gases. Se utilizaron oxigeno y nitrôgeno, gases secos 
de origen industrial. Se prepararon mezclas gaseosas con 
ayuda de sendos candalimetros a la salida de una bala de 
O 2 y otra de N 2  conectadas por un tubo en Y. La fase li-- 
quida se equilibrô por burbujeo de la mezcla de gas. La _ 
fase gaseosa del recipiente se substituyô por la mezcla 
de gas deseada haciendo pasar esta ultima por el recipien 
te durante unos diez minutes a un caudal de 31/min. Las 
tensiones finales de oxigeno en ambas fases se comproba- 
ron con un electrodo y medidor de oxigeno antes de cerrar 
el recipiente. Cada 24-4& horas se abrieron los recipien­
tes para limpiar los deshechos y renovar los medios liqui^
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do y gaseoso. Cada vez que se realize esta operaciôn se 
midiô la tensiôn de oxigeno en ambas fases. Las varia-- 
ciones en tensiôn de oxigeno al final de cada perîodo 
de 24-48 horas no fueron nunca superiores a 4mm Hg de 
oxigeno. Durante todo el perîodo de aclimataciôn las fa 
ses gaseosa y liquida se mantuvieron en equilibrio por 
burbujeo continue de la primera en la segunda introdu-- 
ciendo en el interior de cada recipiente un compresor _ 
de aire. Esto évita el descenso agudo de oxigeno en la 
fase liquida (que se producirla debido al consumo de _ 
larvas), ya que a igualdad de tensiones de oxigeno, la 
cantidad de oxigeno es mucho mayor en el aire que en el 
agua. El burbujeo se realizô en el interior de un reci­
piente de plâstico, pequeno, dispuesto en la fase llqui 
da. Este recipiente évita la muerte de las larvas que 
de otro modo se producirla, debido al burbujeo directq.
I
El recipiente posee dos orificios latérales tapados coh 
una red fina de tul que permite el intercambio acuoso e^_ 
ro no el paso de los animales a su interior. El numéro 
mâximo de larvas por cada recipiente de vidrio no fue _ 
nunca mayor de 1 0 .
Los experimentos de aclimataciôn a las distintas ten 
siones de oxigeno se realizaron en dos perlodos: un pe-- 
riodo de preaclimataciôn (una semana) y otro de aclimata 
ciôn a la tensiôn de oxigeno deseada (dos semanas). En el 
caso de la hipoxia extrema, durante los primeros siete _ 
dîas (preaclimataciôn) se descendiô la tensiôn de oxigeno
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desde el 2 1  % normal en cuatro fases:
1) 16,8% Og (119,3mm Hg 0%); 2) 12,6% 0^ (89,5mm Hg O 2 ) ;
3) 8,4% O 2  (59,6mm Hg O 2 ) ; 4) 5,25% 0 2 (3 7 ,3mm Hg Og). Pa 
ra la hipoxia moderada se usaron solo las fases 1  y 2  pa
ra la preaclimataciôn. No hubo perîodo de preaclimataciôn
en el caso de la hiperoxia. Para el ajuste del medidor de 
oxigeno se tuvo en cuenta la presiôn media en Madrid que 
se tomo con un valor de 710mm Hg y la presiôn de vapor de 
agua segun la temperatura media de cada perîodo experimen 
tal.
2.-Consumo de oxigeno.
El consumo de oxigeno se midiô segun el método de R.S. Pullin
y colaboradores con ciertas modificaciones. Se utilizô un
electrodo con un medidor de oxigeno acoplado. Las larvas
.  I
se introdujeron en frasccs de vidrio transparente, de igual 
forma y tamano y 300ml de capacidad. Los recipientes se
llenaron de agua a una tensiôn de oxigeno conocida. El nu
 ^ I
mero de larvas por recipiente fuô de très. Los recipientes
se sumergieron en un incubador que mantuvo la temperatura 
a 20°C durante todo el experimento. Se midiô la tensiôn de 
oxigeno con el electrodo a los cero y 1 2 0  minutos en el ca 
so de animales anestesiados. En los animales actives se mi^  
diô la tensiôn de oxigeno a los cero y 60 minutos. La con- 
centraciôn de oxigeno en ml / 1  se obtuvo por la formula:
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C= p. __ Hill R.W.(1976)
7 to
C= concentracion de oxigeno en ml/1
p= tension de oxigeno en mm Hg
A= coeficiente de absorcion del oxigeno en agua.
(31ml/l a 20°C)
El consumo de oxigeno/embrion/hora se obtiene por dife-- 
rencia. En el caso de la medida de la tasa metabolica ba 
sal se anestesiaron las larvas durante toda la experien-
cia con MS-222 a concentracion 1/10.000 en agua desclora
da. Se utilizaron los mismos animales que se usaron para 
determinar la tasa metabolica activa. El peso hümedo se_ 
determinô pesando los animales correspondientes a cada _ 
recipiente por separado después de secados con papel de 
filtro. El peso seco se determine pesando los restos ci,e 
las larvas después de haber sido sometidas a 70°C duran­
te 48 h. en una estuTa, comprobando la pérdida total dsl 
agua mediante el método de doble pesada. El consumo de _ 
oxigeno se midiô siempre en oscuridad.
Para la obtenciôn de los valores que relacionan el consu 
mo de oxigeno (variable dependiente) con la tensiôn de 
oxigeno ambiental (variable independiente), se realiza-- 
ron dos grupos expérimentales:
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Grupo: Tasa metabolica activa medida a 20°C en seis 
tensiones de oxigeno, 247 mm H g , 150 mm Hg , 119 mm Hg',
90 mm Hg, 52 mm Hg y 35 mm de Hg de O 2 .
2°Grupo: Tasa metabolica basal en larvas anestesiadas con 
MS-222 medida en seis tensiones de oxigeno, 249 mm Hg,
146 mm Hg, 122 mm Hg, 93 mm Hg, 63 mm Hg y 41 mm H g .
f
En ambos casos se hicieron cuatro experimentos por cada 
tension de oxigeno, cada uno con tres larvas por frasco. 
Los valores de tension de oxigeno expresados arriba son 
las médias entre las tensiones de oxigeno al inicio y al 
final de cada experimento en cada subgrupo. En todos los 
experimentos se utilizô un recipiente extra como control 
sin larvas para comprobar la ausencia de consumo de O 2  
en ausencia de los animales expérimentales.
3.- Medida de la actividad relativa de las isoenzimas LDH.
A.- preparacion de muestras
Los animales adultos se desmedularon con un alfiler 
de cabeza gruesa, se disecaron y se extrajeron los 
ôrganos para su homogeneizaciôn que se realizô en 
homogeneizadores de vidrio de tipo Pobel. La homoge­
neizaciôn se realizô en una soluciôn tamponada Tris- 
CIH 0,1M pH 7,4 que contenîa sacarosa Q25 M,a una
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concentraciôn de 2 0 mg de tejido por ml de soluciôn 
tampon en todos los casos.
En el caso de larvas y embriones las concentracio- 
nes utilizadas fueron las siguientes:
Estados 0,6,7,10,14,16,23,27 y 30 
Estados I,III,IV y VII 
Estados XII,XIV,XXIII y XXV 
Estados XVII,XIX y XX 
Hîgado completo,estados XIV y XXV 
Musculo caudal, estado XIV
0 ,Iml/embriôn 
0 ,5ml/embriôn 




La homogeneizaciôn se realize en jeringas de insulû
r
na de 2ml. Los homogenados se centrifugaron a '
2.500xg durante 25 minutes a la temperatura del la 
boratorio. Después de la centrifugaciôn se separa- 
ron los sobrenadantes que se guardaron en frigorîfi^ 
ce a 5°C durante cuatro horas hasta la realizaciôn 
de la electroforesis.
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B .- preparacion de los geles.
Para la separacion de las isoenzimas LDH se utilizô 
electroforesis de disco sobre gel de poliacrilamida 
segûn la tecnica de Ornstein (1964) y Davis (1964) 
con algunas modificaciones. Los geles se elaboraron 
en tubos de vidrio de 75mm con 7mm de diametro exte_r 
no y 5mm de diametro interne. En todos los casos en 
el gel separador la concentracion de bis-acrilamida 
respecte a la acrilamida total se conserve en el va 
1er de 2,5%. Segûn trabajos de Fawcett (1966) y 
Johnson (1978) las concentraciones que dan una mejor 
separacion varian entre el 2 y el 5% de bis-acrilami­
da respecte al total de acrilamida.
Para obtener los patrones de isoenzimas del musculo 
caudal de larvas en el estado XIV se utilizaron geles 
de columna simple con acrilamida al 6,5%. La composi- 
cion del gel se da a continuacion: i
- Tris 0,38 M
- CIH 0,06 N
- Temed 1,98 mM (catalizador n°l)
- Acrilamida (monomero) 6,5%
- Bis-acrilamida 0,16%
- Persulfate amonico 3,07 mM (catalizador n°2)
- El pH fue 9,3
Todas estas sustancias se mezclan en un recipiente evi^
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tando la formaciôn de burbujas. Con ayuda de una jerin 
ga de insulina se depositan 1 ,2 ml de mezcla en cada tu 
bo que se ha cerrado previamente por el extreme infe­
rior con papel de parafina. Los tubos se colocan en una 
gradilla, vcrticalmente y en un lugar lise y firme p^ 
ra evitar las vibraciones. Después de depositar la _ 
mezcla de polimerizaciôn, se anade con cuidado y en _ 
la parte superior una capa fina de agua destilada. Es_ 
ta capa de agua tiene dos funciones fondamentales: 1 ) 
Evitar el contacte con el aire, ya que el oxîgeno mo­
lecular inhibe la polimerizaciôn 2) Evitar la forma-- 
ciôn de un menisco en la cara superior del gel. Se de^  
jan reposar las columnas durante 25 minutes a la luz_ 
del dîa y se obtienen geles de unes 60 mm de longitud.
En todos los demâs casos se utilizaron geles dobles.
I
Cada columna lleva un gel superior de pore ancho (2,5% 
de acrilamida) con 3 mm de longitud y un gel inferior 
de pore estrecho (7,5% de acrilamida) de 60 mm. El gel
I
superior sirve para igualar el frente de proteinas y 
el inferior es el gel verdaderamente separador. En el 
caso del musculo de la cola se omitiô el gel supe-- 
rior para obtener electroferogramas mas limpios ya 
que por las caracterîsticas de este tejido se acumula 
material de arrastre en la parte superior si se usa 
ademâs el gel de 2,5%. La composiciôn de los geles con 
2,5 y 7,5% de acrilamida se da a continuaciôn:
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- Gel del 2,5% (superior)
-Tris 0,38 M 
-CIH 0,06 N 
-Temed 1,98 mM 
-Acrilamida 2,5%
-Bis-acrilamida 0,625%
-Persulfate amonico 3,07 mM 
-pH 9,3
- Gel del 7,5%
-Tris 0,38 M 
-CIH 0,06 N 
-Temed 1,98 mM 
-Acrilamida 7,5%
-Bis-acrilamida 0,185%
-Persulfate amonico 3,07mM ^
1
-pH 9,3 1
El gel del 7,5% se prépara come se describiô en el ca
I
so del de 6,5%. Después de que ha terminado de polim£ 
rizar el gel se élimina la capa superior de agua, se 
termina de secar con tiras de papel de filtre y se de 
positan en cada columna 0 , 1  ml de la mezcla de polime^ 
rizaciôn del gel de 2,5%. Encima se anade de nuevo, 
con cuidado para evitar la mezcla, una capa de agua. 
Después de terminada esta segunda polimerizaciôn se 
élimina la capa superior de agua y el gel esta dispue^
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to para la electroforesis, la cual se realiza después 
de una o dos horas.
C .- Electroforesis.
Los geles dentro de sus tubos de vidrio correspondien 
tes se montan en una o dos cubetas segûn el nûmero de 
electroforesis a realizar (cada cubeta puede alojar un 
mâximo de ocho columnas). Las cubetas se conectan a 
una fuente de alimentaciôn con capacidad de hasta 
400 voltios y 80 mA. Los electrodos son de platino, 
el inferior corresponde al ânodo y el superior al câ- 
todo. Las câmaras de los electrodos se llenan con la 
soluciôn tampôn:
-Tris 0,01 M 
-Glicocola 0,076 M 
-pH 8,3
Después de anadir este tampôn y a través del mismo se 
dejan caer sobre cada gel por decantaciôn 2 0  pl de 
muestra con ayuda de pipetas graduadas. Para el desa- 
rrollo de la electroforesis las cubetas se introducen 
en un refrigerador a 4-8°C. Cuando los geles utiliza- 
dos son del 6,5% la electroforesis se desarrolla a _ 
3mA/tubo como intensidad constante y durante 90 minu­
tes. Cuando se utilizan columnas dobles (2,5% y 7,5%)
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se aplica 1mA/tube durante los primeros 30 min y 3mA/
\
tubo durante los restantes 90 min. Al comienzo de la 
electroforesis con intensidad de 3mA/tubo, la diferen 
cia de potential es de 150 voltios. Esta diferencia 
de potential va aumentando con el desarrollo de la 
electroforesis llegando al final del perîodo de dos 
horas a unos 250 V.
Gracias a la introduciôn de las cubetas en un refri­
gerador, la temperatura en las câmaras de los electro 
dos nunca fue superior a 25°C al final de la electro­
foresis.
Al finalizar la electroforesis se sacan los geles de 
las câmaras y se extraen del interior de los tubos de 
vidrio. Esta opération se realiza en medio acuoso con 
ayuda de un fiel de aguja y en caso necesario presio- 
nando con el émbolo de una jeringa de plâstico del 
tamano adecuado.
El revelado de las bandas de actividad de las isoenz 
mas se realizô por incubation en oscuridad, a 37°C en 
un medio con NAD^, lactato, metasulfato de fenazina 
(PMS) y nitroazul de tetrazolio (NBT)
En estas condiciones.y en un medio aerobio como el 
nuestro se dan, segûn Nishikimi y col,(1972) las si--
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guientes reacciones:
lactato + NAD* LDH^ piruvato + NADH + H*
NADH + H* + PMS --- > NAD* + PMSHg
PMSH 2  + 2 O 2  _______ ^ 2 O 2 + 2H* + PMS
NBT+2C1‘+ 4 O 2  + 4H* ---------diformazan + 4 O 2  + 2 CIH
Solo en condiciones anaerobias el PMSH 2 puede ceder 
sus electrones al NET directamente (Ponti, 1978):
PMSH 2  + NBT ---------> formazân + PMS
El color azul violaceo del formazân que précipita 
en el gel nos révéla las zonas con actividad LDH. Las 
concentraciones utilizadas en la mezcla de incubation 
fueron:
- Tampôn Tris-CIH 23,7 mM, pH7,0
- Lactato-Na* 0,19 M
- NAD* 1,19 mM
- PMS 0,08 mM
- NBT 0,66 mM
Debido a las diferencias en el grado de inhibiciôn 
por substrato en las isoenzimas ricas en subunidades 
de tipo H o de tipo .M, la concentration de lactato 
utilizada puede alterar significativamente el porcen
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taje de isoenzimas. Se han utilizado para cuantificar 
las isoenzimas LDH, concentraciones de lactato muy _ 
dispares segûn los autores, desde concentraciones tan 
bajas como 0,018 M (Fritz y col.1970) hasta valores 
tan altos como 0,5M (Mckenzie 1974). Springell (1976), 
sometio suero de toro a distintas concentraciones de _ 
lactato obteniendo un predominio de la LDH1 en lactato 
0,017M y un predominio de LDH5 en las mismas muestras_ 
usando lactato 0,27M. La concentracion 0,14M resultaba 
intermedia. Este trabajo junto con el realizado por el 
Dr, de Costa (1978) en Discoglossus pictus, muestra que 
la concentration utilizada por nosotros se puede cali- 
ficar de intermedia no favoreciendo demasiado a ningu- 
na de las dos isoenzimas extremas.
Al terminar la incubation se detiene rapidamente la 
reaction pasando los tubos a un recipiente con hielo, 
eliminando el medio de incubation y lavando dos veces 
con agua desionizada fria. El agua se substituye a 
continuacion por acido acetico al 7,5% que sirve como 
medio de conservation y almacenaje en obscuridad. La 
cuantificacion de las bandas obtenidas se realizû en 
un densitômetro entre uno y très dîas después de rea- 
lizada la incubacién.
Para obtener el porcéntaje de actividad relativa de 
cada isoenzima se dividiô el ârea de cada pico obtenir
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do en el densitômetro por la suma total de las âreas 
de los cinco picos. Las âreas se midieron con un in- 
tegrador automâtico. La suma total se tomo como el 
1 0 0 % de actividad.
El porcentaje subunidades H y M se calculé en base 
al nûmero de subunidades de cada tipo en cada isoen­
zima de la siguiente forma:
% Subunidades M = 4(%LDH5)+3(%LDH4)+2(%LDH3]+(%LDH2)
4
% Subunidades H = 100-% subunidades M
D ,- Cinética de las isoenzimas LDH
Los experimentos de cinética de las isoenzimas se rea 
lizaron utilizando las diferencias de sensibilidad t ê r ^  
mica entre las mismas.
En Discoglossus pictus la exposition de sobrenadantes 
durante 15 min. a 70°C provoca la desapariciôn de la 
actividad de las isoenzimas menos abondantes en el ex­
tracto (J. de Costa 1973). En nuestro caso el método 
utilizado fue el siguiente:
Se capturaron 15 animales procedentes de la zona A 
(abondante en fenotipos LDH-râpido) y 19 animales de
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la zona B [abondante en fenotipos LDH-lento). De los 
15 animales procedentes de la zona A, ocho elegidos 
al azar sufrieron una extirpation de unos 2 0  mg de 
mûsculo gastrocnémico previa anestesia con eter. Los 
extractos se trataron como en el apartado anterior 
para la obtention del patron de isoenzimas LDH. De 
los ochos animales, dos presentaron fenotipo LDH in- 
termedio y seis fenotipo LDH-râpido. Cinco de estos 
seis animales se utilizaron para la determination de 
la cinética de las isoenzimas LDH 1 (corazôn+rihén) 
y LDH5-râpida (mûsculo sartorio).
De los 19 animales procedentes de la zona B, 16 fueron 
utilizados para la preparacion de extractos de mûscu­
lo gastrocnémico que fueron sometidos a su vez a elec 
troforesis. Résulté la siguiente distribution: 2 ani­
males poseian LDH de fenotipo râpido, 9 fenotipo lIdH 
intermedio y 5 fenotipo LDH lento. Estos cinco anima­
les de fenotipo lento se utilizaron para la medida de 
la cinética de la LDH-5 lenta (mûsculo sartorio).
Se utilizaron mezclas de extractos de corazon y rihon 
para el estudio de la cinética de la LDH 1 y extrac­
tos de mûsculo sartorio para los dos tipos de LDH 5.
La concentration en los homogenados fue siempre de 20 
mg de tejido por ml"de Tris-sacarosa.
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Todos los homogenados se centrifugaron a 2.500 g 
durante 25 min. y después se incubaron a 70°C duran 
te 15 min. A continuation se sometieron a una segun 
da centrifugation a 2.500 g durante 25 min. Los so­
brenadantes se dividieron en dos partes. La primera 
aliquota se utilizô para el desarrollo de una elec­
troforesis. Los patrones isoenzimaticos mostraron _ 
una sola banda (en lugar de cinco). Esta banda fue 
la LDH 5-lenta o la LDH5- rapida en el musculo depen 
diendo del fenotipo del animal de origen, y la LDHl 
en el caso del corazon+rinon. Las bandas no mostraron 
variaciones en la movilidad electroforética después 
del calentamiento respecte a los patrones normales 
de cada tipo.
Después de comprobar la existencia de una sola banda
I
(LDHl Ô LDH5) detectable en la electroforesis, la
1 1otra aliquota separada de cada sobrenadante se uti 
ZÔ para la medida de la actividad total y especîfiba
I
de la LDH en siete concentraciones distintas de subs 
trato (piruvato). Estas concentraciones fueron: 
0,034mM; 0,08 5mM; 0,17mM; 0,34mM; 0,68mM; l,36mM y 
2,7 2mM. La Km y la Vmax se obtuvieron por la repre-- 
sentacion de Lineweaver-Burk de dobles recîprocos.
La cantidad de proteîna se midiô por el método de _ 
Lowry y otros (1951).
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4.- Medida de las actividades total y especifica LDH
La medida de la actividad LDH puede hacerse, bien desarro 
llando la reacciôn en el sentido piruvato ^lactatotr --------^
(funcionando la enzima como piruvato reductasa) o bien _
en el sentido lactato ______piruvato (funcionando como _
lactato deshidrogenasa en sentido estricto). En los ulti­
mo s anos, debido al aumento del uso de equipos automati- 
zados, se ha extendido la elecciôn del lactato como subs­
trato de la reacciôn (Howel 1979). Sin embargo, el desa­
rrollo de la reacciôn en el sentido piruvato______^lacta-
to présenta très ventajas importantes: 1) Se obtiene un 
mayor cambio en absorvancia por unidad de tiempo, lo cual 
permite una mayor exactitud en la lectura espectrofotome^ 
trica 2) Son necesarias concentraciones muchos menores 
de réactives 3) Las soluciones se preparan con reactiyos
I
sôlidos y ademâs mucho mâs estables. Al desarrollo de la 
reacciôn en este sentido se le ha achacado el posible 
efecto de inhibiciôn de la enzima por el NADH. Se ha 
to sin embargo, (Howell 1979) que el uso de concentracio 
nés de NADH inferiores o iguales a 0,5mM no provoca inhi^ 
biciôn de la enzima. Debido a todo esto, hemos elegido
el sentido piruvato  ^lactato para medir la actividad
de la LDH. /
Para medir la actividad de cualquier enzima es convenien
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te utilizar concentraciones de substrato y cofactor que 
sean saturantes asî como el pH ôptimo en cada caso. Es­
to permite una comparaciôn de los resultados obtenidos 
en distintos laboratories. Para determinar estos très 
paramétrés en el caso concrete de Discoglossus pictus, 
hemos utilizado extractos de larvas en el estado XIX.
En primer lugar se midiô la actividad de la enzima en 
un extracto con seis embriones en presencia de siete 
concentraciones distintas de piruvato, NADH 2,13x10 
y pH 7,0. Los resultados, que aparecen en la tabla 1-A 
muestran que la concentracion de substrato saturante 
fue de l,36mM. A continuaciôn se preparô otro extracto 
con otras seis larvas en el mismo estado midiéndose la 
actividad en siete concentraciones de NADH distintas 
usando piruvato l,36mM y pH 7,0. La concentracion de NADH
saturante resultô ser 0,213 mM (Tabla 1-B). Por ultimo,
i
se midiô en un tercer extracto preparado de la misma f*or 
ma, la actividad LDH con variaciones de pH desde 5,5 
hasta 8,9 usando piruvato l,36mM y NADH 0,213 mM. Como 
se aprecia en la tabla 1-C el pH ôptimo fue 7,0. En los 
très casos cada valor de la tabla es la media de dos me - 
didas consecutivas.
Estos très paramétrés, piruvato 1,36mM, NADH 0,21mM y pH 
7,0, asî como 20°C, fueron las condiciones utilizadas en 
todas las medidas de la "actividad LDH.
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TABLA I
ACTIVIDAD TOTAL DE LA LDH EN LARVAS ANTE DIFERENTES CONCENTRACIO 





NADH ACT.LDH pH ACT.LDH
0,034 6 , 8 0,16 9,8 5,5 19,9
0,051 9,3 0,28 14,9 6 , 0 21 ,9
0,085 13,3 0,94 28,9 6 , 8 24,4
0,17 17,8 1,24 31 ,2 7,0 26,6
0,34 25,4 1 ,57 33,8 7,2 2 1 , 8
0 , 6 8 26,2 2,13 34,7 7,4 18,9





1 -La actividad LDH se expresa en y  moles de NADH oxidados por m 
nuto y por larva. Cada dato de actividad es la media de dos me­
didas consecutivas sobre cada extracto.
- A,B y C son tres extractos diferentes con 6  larvas cada uno. 
A*:NADH 2,13x10  ^ M y pH 7,0; B: piruvato 1,36mM y pH 7,0; C: pi^  
ruvato 1,36mM y NADH 2,13xl0~^M.
- 1) El piruvato se expresa en concentraciones 10 ^M.
- 2) NADH en concentraciones 10
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La actividad total LDH se midiô por el método de Bergmeyer 
et al. (1965) con ciertas modificaciones. El método se 
basa en la medida de la desapariciôn de la absorvancia del 
NADH a 340nm conforme avanza la reacciôn. Por cada mol de 
NADH* consumido, un mol de piruvato se transforma en un 
mol de lactato.
La preparaciôn de homogenados y la centrifugaciôn se reali^ 
ZÔ como se describe en el apartado 3-A. La reacciôn se 
realizô en los sobrenadantes en piruvato 1,36mM y NADH 
0,21mM en tampôn fosfato 58mM (fosfato bipotâsico SOmM y 
fosfato monopotâsico 8 mM) a pH 7,0 y 20°C. La reacciôn se 
realizô en cubetas de cuarzo de 3 ml de volûmen y 1cm de 
paso de luz. El espectrofotômetro se ajusté a una longi-- 
tud de onda de 340nm. Se midiô la variaciôn de la transmis 
tancia con un inscriptor acoplado durante S min. Los datos 
de la transmitancia se tomaron cada minuto, se transforma 
ron a absorvancia y se utilizaron para el calcule del in-
cremento medio de densidad ôptica por minuto (ADO). La
!
tividad total de la enzima se expresô en p moles de NADH 
oxidados por minuto por embriôn y por centimetre de paso 
de luz de la cubeta:
ADO X f X V. X V-
p moles de NADH =  =--------- - -----
Ex10" X X 1cm.
f= factor de diluciôn de la muestra que fue 6 .
ac
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V^= volûmen de la cubeta, 3ml.
V 2~ volûmen total de sobrenadante.
E = coeficiente de extinciôn molar del NADH (6.220 Ix
- 1 - 1  Nmol X cm ).
V^= volûmen de muestra diluida anadida a la mezcla de 
reacciôn 0 ,1 ml.
1 cm, corresponde al paso de luz por la cubeta.
En el desarrollo embrionario, por ser los valores mâs ba- 
jos, se expresaron en nM de NADH/min./embriôn.
Para calcular la actividad especifica LDH se determinô la 
cantidad de proteîna en los sobrenadantes por el método 
de Lowry et.al (1951). Esta determinaciôn se hizo sobre 
los mismos sobrenadantes en los que se midiô la actividad 
total de la enzima. Las rectas patron se construyeron con 
albûmina bovina. Se obtuvo la cantidad de proteîna p o r 'em 
briôn. El cociente entre la actividad total y este ûltimo 
valor nos da la actividad especifica de la LDH expresadja 
como p ô n moles de NADH oxidados por minuto por m g . de 
proteîna por cm. de paso de luz de la cubeta.
5.- Localizaciôn histoqulmica de la LDH.
La localizaciôn histoqulmica de la deshidrogenasa lâctica 
se realizô por el método‘de Baba y Sharma (1971) modifica-
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do por Rouband et al (1976). Se utilizaron los estados 
de blastula, gastrula y neurula. En primer lugar se li­
bera a los embriones de la envuelta gelatinosa y de la 
membrana de fecundaciôn. A continuaciôn se procédé de 
la siguiente forma:
a) fijaciôn en formol-cacodilato-Ca a pH 7,0. La com­
posiciôn del fijador es la siguiente:
- Cacodilato sôdico 50mM
- Cloruro câlcico (Cl2 Ca. 2 H 2 0 ) 9mM
- Formaldehido 1%
- Sacarosa 1OmM
La fijaciôn se realiza durante 3 horas a 4°C en el frigo 
rîfico. Se utiliza un volûmen de unos 5 ml de fijador
por embriôn. Se agita cada 15 minutes. El pH se ajusta
con âcido clorhîdrico 0,1N.
b) Paso a soluciôn de lavado:
- Cacodilato sôdico 50mM
- Cloruro câlcico (Cl2 Ca. 2 H 2 0 ) 9mM
- Sacarosa 0,17M
El pH se ajusta a 7.0 con âcido clorhîdrico 0,1N. Los em 
briones se mantienen durante dos horas a 4®C en esta so-
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luciôn.
c) Para mejorar la penetraciôn de los réactivés, se pa- 
san los embriones a un medio de preincubaciôn durante _ 
toda la noche y  a 4®C:
- Cacodilato sôdico 42mM
- Cloruro câlcico 7,5mM
- Nitroazul de tetrazolio (NBT) 0,2mM
- NAD* 0,5mM
- PMS 0,05mM
- CIH 0,1 N hasta pH 7,0
d) La incubaciôn se realiza durante 1 hora a 37®C. Se ut 
lizaron tres medies distintos de incubaciôn:
d^) medio de preincubaciôn al que se le anade D-L-Lactato 
sôdico 99mM.
d^) medio de preincubaciôn al que se le anade D-L-Lactato 
sôdico 99mM y âcido oxâmico ImM.
d^) medio de preincubaciôn solo (no se anade lactato). 
te tercer medio se utiliza como control.
Al terminar el perîodo de incubaciôn la reacciôn se detie 
ne pasando las muestras a soluciôn de lavado (b) a 4?C.
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Se fotografîan las muestras en esta soluciôn a través de 
una lupa binocular con câmara fotogrâfica incorporada.
A continuaciôn se procédé con estas muestras al estudio 
histolôgico que se realizô segûn el método de Sentein 
(1976) para anfibios. El método se detalla a continua-- 
ciôn:
1) Fijaciôn en oscuridad durante 24 horas a temperatu-- 
ra ambiente. El fijador utilizado tiene:
- Nitrato de cobalto 60mM
- Cloruro de mercurio 0,25M
- Acido acético 3,8%
- Formaldehido 7,3%
2) Se lava tres veces durante dos horas cada vez en agua 
destilada.
3) Deshidrataciôn râpida:
- etanol 30% ---  10min.
" 50% -----  10min.
" 70%  2x5min.
" 80%  2x5min.
90% ----- 2x5min.
- butanol ----- 2x3min.
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4) Benceno 3 veces x 3 minutos.
5) Preinclusion en parafina de 48°C. Se pasa por 4 banos 
de 10 minutos.
6) Inclusion definitiva en paraplasto 55°C.
7) Desparafinado por calentamiento seguido de tres banos 
de tolueno.
8) Hidratacion pasando por alcohol de 100° 95°, 70°y 
agua.
9) Coloracion. Se utilize carmin alumbre para los nûcleos 
Este colorante contenîa carmin 40 de histologîa al 1 % 
(peso en volûmen] y alumbre de potasa al 4% (peso en 
volûmen). Esta mezcla se hierve durante 20 minutos. La 
coloracion se realiza en 15 minutos. El citoplasma se 
tinô con amarillo naftol al 0,2% (peso en volûmen) y 
l u  coloracion duro cinco segundos. A continuaciôn se 
deshidratô con tolueno.
r c
10) Montaje en bâlsamo de Canadâ.
6 .- Microscopia electrônica.
La microscopia electrônica se realizô en tres fases:
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- Fijaciôn con glutaraldehido y post-£ijaciôn con 
âcido osmico.
- Inclusiôn en araldita
- Preparaciôn y observaciôn de rejillas.
A) Fij aciôn
Para la fijaciôn se prepararon tres soluciones madré:
Soluciôn A Fosfato monosôdico al 2,26%
" B Hidrôxido sôdico al 2,52%
" C Glucosa al 5,4%
Con estas soluciones base se preparan:
Milloning - Soluciôn A --  41,5 ml
B --- 8,5 ml
De esta mezcla se separan 5 ml y se reemplazan por 
5 ml de soluciôn C. Se anaden ademâs 0,5 ml de cloru­
ro câlcico al 1% para reforzar las membranas.
Para la fijaciôn en Milloning sôlo, no se anade la di^  
soluciôn C.
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Mi H o n i n g -Glutaraldehido
4 volûmenes de Milloning sin glucosa 
1 volûmen de glutaraldehido al 25%
Desarrollo de la fijaciôn:
1) Se fijan los tejidos (mûsculo caudal) en Milloning 
Glutaraldehido en nevera durante 4 horas.
2) Se cambia el medio por Milloning con glucosa y 
renovando primero 4 veces cada 30 minutos se deja 
durante la noche.
3) Al dîa siguiente se cambia a Milloning con glucosa




1^^. dîa.- 1) Lavado en agua destilada.
2) Acetona al 30% en agua destilada, 30min
3) Acetona al 50% 30 min.
4) Acetona al 7 0% 3 0 min.
/
5) Acetona al 70% mâs contraste. 12 horas.
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2°dia.- Se ponen las capsulas en estufa a 37°C.
1) Acetona al 90%. 30 min.
2) Acetona al 100%. 30 min.
3) Acetona con sulfato de cobre. 30 min.
4) Oxido de propileno. 1 hora. Se cambia dos 
veces.
5) Oxido de propileno mâs Araldita I en pro- 
porcion 3:1. 2 horas.
6) Oxido de propileno con Araldita I (2:2).
2 horas.
7) Oxido de propileno mâs Araldita I (1:3). 
12-24 horas.
3®^dia.-
8) Araldita I (estufa a 50°C, 2 horas)




10) Araldita II (estufa a 50°C, 1 hora).
11) Araldita II (estufa a 50°C, 1 hora).
Las muestras se pasan a câpsulas de gelatina secas 
que se llenan con araldita II y se ponen a 70°C du





Componente D-verde-plasti£icante. 0,15ml. 




Componente D-verde-plastificante. 0,15ml. 
Componente A/M-resina epoxi. 10ml.
C) Preparacion y observaciôn de rejillas
Se tallaron pirâmides en las rejillas. Se realizaron 
certes finos de 2 p los cuales se observaron en un 
microcopio de contraste de fase. A continuaciôn se 
hicieron los certes ultrafinos con un ultramicroto- 
m o . El espesor aproximado fue de 1.000 A. Se utili-
I
zaron cuchillas de vidrio y rej illas de cobre. Los' 
certes se contrastaron con citrate de plomo. Toda )a 
técnica y observaciôn al microcopio electrônico se 
realizô en el Departamento de Oncologîa del Ministe- 
rio de Sanidad.
7.- Métodos estadîsticos.
a) Caracterîsticas muestrales. '
En todos los casos en que se obtuvieron medidas con-
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tinuas como resultado de las observaciones, se utilizô 
la media como medida de centralidad y la varianza, de£ 
viaciôn tîpica y coeficiente de variaciôn como medidas 
de dispersiôn. Cuando se relacionaron dos variables a 
la vez para calcular el indice de correlaciôn entre 
ellas se utilizô tambiên la covarianza como medida de 
dispersiôn. Estos paramétrés se calcularon con un com- 
putador digital. Sus fôrmulas matemâticas son:





X i siendo n el nûmero de datos.
n




V =i=1 '• ^i
 — ^( X,- X )
n-1
- La desviaciôn tîpica que se obtiene como la raîz cua 
drada de la varianza:
+ 2  y- - - -
D.T. = Y  V
- La covarianza corregida para tamano muestral bajo:
n _ _
E X- Y. - n X Y
Cov (xy) = i=1 _______________
n-1
—144—
- El coeficiente de variaciôn expresado en % :
C.V. = - X 100
X
- En el caso de les diagramas de barras, la altura de ca- 
da barra représenta la media. Sobre ella se dibujô el _ 
error tîpico de la media que se calcula como:
D.T. 4/v" = D.T.
b) Prueba t de Student
Para la compraciôn de muestras se utilize la prueba t 
de Student, que lleva este nombre por haber sido tabula- 
da por W.S. Cosset que firmaba con el seudonimo de Student 
La aplicaciôn de esta prueba es especialmente ûtil en el
caso de comparar dos muestras de tamano pequeno cuando, no
1
se conoce la varianza de la poblaciôn y por tanto tienb 
que ser estimada a partir de los dates de la muestra cèmo 
es nuestro caso. El método se basa en la comparaciôn de 
la diferencia entre dos médias con la desviacion tîpica 
de esa diferencia. Para obtener el valor de t se utiliza- 
ron las expresiones siguientes:





Siendo y V 2 las varian 
zas de las dos muestras.
2) Tamanos muestrales diferentes:
t =
V^[n^- 1 ]+ V 2 (n2 'l) n^ + U 2
n^+n 2 ~ 2  n^ . U 2
- n^ y  ^2 los tamanos muestrales de las dos mues
tras analizadas.
- El nûmero de grades de libertad es 2(n-l) en el ca 
so 1 ) y n^ + n 2 ~2 , en el caso 2 ).
- El nivel minime de significaciôn escogido fuq el _
I
correspondiente al 5%. Es decir, que solo se con-- 
sideraron significativas las diferencias entrs dos 
médias si el valor calculado de t correspondra a __ 
una probabilidad p<10,05. Opérande asi, cuando dé­
cimés que existen diferencias significativas entre _ 




Se utilize en el caso de los cruzamientos entre in-
dividuos con fenotipos LDH diferentes. Esta prueba tie-
ne especial utilidad en este caso, ya que se utiliza en
el caso de variables discontinuas divididas en dos o mâs
clases. Se basa en la comparaciôn entre los valores ob-
servados y los esperados segûn una cierta hipôtesis de
trabajo. La no significaciôn de la prueba supone la acep-
taciôn en principio, de la hipôtesis planteada. El valor 
2
de la X se calculé como;
2  i=n (0 . - E.)Z
X^ = E  ^ ^
i=l
Ei
- 0 . son los valores observados
 ^ I
- E^ son los valores esperados |
El numéro de grades de libertad es igual al nümeroi de 
clases menos 1. El nivel de significaciôn minime esc£ 
gido fue tambiên en este caso el correspondiente a^  
una probabilidad p <0,05.
d) Anâlisis de varianza
En los cases en que se querlan comparar diferencias 
entre mâs de dos muestras correspondientes a una misma va­
riable, medida con distintos tratamientos o en diferentes
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grupos, se utilize el anâlisis de varianza. Este anâli­
sis présenta la ventaja de disminuir el volûmen de tra­
bajo ya que utilizando pruebas t para comparar n médias 
dos a dos, habrîa que utilizar (z) pruebas t. Ademâs se 
correria el riesgo en este caso de que dos de las mues­
tras comparadas viniesen de los dos extremes de la dis- 
tribuciôn con le que se obtendrian resultados significa 
tivos en apariencia cuando no le serîan en realidad.
Se utilizaron dos tipos de anâlisis de varianza:
d^) Anâlisis jerârquico simple
Se utilizo en los cases en que habîa I muestras con 
J observaciones en cada muestra.
t
I
El método se basa en la comparaciôn de las varianzas 
entre grupos con las varianzas dentro de cada grupo. 
Esta relaciôn estâ tabulada para diferentes gradosj de 
libertad y se conoce como distribuciôn F debido a R.A 
Fisher. Si el valor de F es significative se acepta 
que al menos una de las médias difiere de las demâs.
El valor de F se calcula como sigue: j
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Fuente de variaciôn g.l. S .C . M.C.
Externa I-l E^i7^.. S.C.g
1 J IJ I-l
Interna I(J-l) E E X..-Ê X. S.C.,
i j i —   L
J I(J-l)
Donde:
g.l.= n°de grades de libertad 
SvC.= suma de cuadrados 
M.C.= media de cuadrados
L
I J
X..= E Ê X,.
i=l j=l ^
El valor de F se obtiene como:
I-1  MCp
F =  5---
I(J-lj MCj 
^ 2  ^ Anâlisis jerârquico simple desequilibrado
Se utilizô cuando el numéro de observaciones es dis-
tinto al menos en une de los grupos. En este caso cada
I
grupo tiene J. observaciones y en total tenemos T=£ J.
^ i=l ^
observaciones. En este caso la formula tabular es:
Fuente de variaciôn g .1. S .C . ' M.C.
Externa - I-l E X? -X?. S.C.g
T I-l
Interna T-I E E X?.-E X? S.C.
i j i ----
"'i T-I
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El valor de F, igual que en el apartado anterior 
se obtiene como
T-I MCj
Cuando este valor de F calculado résulta ser mayor 
que el que dan las tablas para el nivel de probabi 
lidad deseado (p<C0.05), bay diferencia significa­
tive al menos en una de las médias.
e) Prueba de Scheffé
Para calcular la significaciôn entre las médias toma 
das dos a dos, se utilizô el método de Scheffé, que
utiliza los parâmetros del anâlisis de varianza. Çon
t
siste en el calcule de la cantidad S: '
A /  I-l
3=^(1 - 1 ) F . D.T.(Xi-X?)
(T-I) ‘ ^
Siendo X^ y X^ las dos médias que se comparan y 
D-T.CXi- X 2 )= )
Si el valor de S calculado para una p 0.05 es mener 
que la diferencia entre las dos médias en valor abso 
luto I X^-X 2  J , se acepta que existen diferencias _
-15&.
significativas entre ambas.
En todas las tablas cuando se utilizan pruebas estadî^ 
ticas el nûmero de asteriscos corresponde a las proba- 
bilidades de significaciôn en la siguiente forma:
p<0,05 
p <  0,025
p <  0 , 0 1
p <  0,005
f) Ajuste de rectas de regresiôn por mînimos cuadrados.
Se utilizaron para obtener ecuaciones que pudiesen pr£ 
decir el valor de una variable al conocer el de otra. 
Se utilizô siempre el modelo lineal. Se ajustaron los 
datos que relacionan las dos variables a rectas de re­
gresiôn de la forma y=a+bx. Como recta de mejor ajuste 
se escogiô la que presentaba desviaciones cuadrâticas 








El coeficiente de correlaciôn (r) entre las dos varia­




El error tîpico de r : E.T.
(r)
Para comprobar si r es o no significativamente distin 
to de cero se calculé:
 ^ 2F = r^Çn-2)
n - 2  i _ , . 2
ya que el cociente situado a la derecha de la igual-- 
dad se distribuye segûn una F con grados de libertad 
1 y n-2. Se utilizo un nivel de significaciôn corre^ 
pondiente a una probabilidad p<C 0.05
Para los métodos estadlsticos se utilizô como fuente 




I HETEROGENEIDAD DE LA LDH
1.- Movilidad electroforética.-
La electroforesis de los sobrenadantes de extractos de ôr~ 
ganos en Discoglossus pictus, tanto en los adultes,como _ 
en larvas y embriones completes, muestra la existencia de 
un polimorfismo en el sistema isoenzimâtico de la LDH. Al 
utilizar un gel con columna doble de poliacrilamida, se _ 
pueden observar très tipos de patrones electroforéticos e^ n 
los distintos individuos tal como aparecen en la figura 1 , 
Los très patrones difieren en la movilidad de las isoenz^ 
mas respecte al origen, por le que los hemos clasificado_ 
como fenotipo rapide (a), intermedio (b) y lento (c) res- 
pectivamente. El fenotipo rapide présenta la movilidad ma 
xima y el fenotipo lento la minima, presentando el inter­
medio una movilidad intermedia entre las de los otros 
dos. El tipo de movilidad LDH es una caracteristica cons­
tante de forma que se mantiene en todos los ôrganos de un 
mismo animal, asi como durante el desarrollo larvario y 
en el adulte. La identificaciôn del fenotipo LDH se reali_ 
za de visu s in necesidad de recurrir a medidas cuantitati 
vas.
La diferencia de movilidad electroforética entre los _ 
très patrones depende de la isoenzima que se considéré, _ 
siguiendo un gradiente dêsde la LDH-5 hasta la LDH-1. La_
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LDH-5 es la isoenzima que présenta mayor diferencia de 
movilidad al comparar los très fenotipos. La LDH-4 pré­
senta yâ diferencias menores, las cuales, se hacen aûn__ 
mâs pequenas en las isoenzimas LDH-3 y LDH-2. La LDH-1 
no présenta ningûn tipo de variaciôn en su movilidad _ 
electroforética al comparar los très fenotipos (fig.l).
El patron de fenotipo intermedio présenta ademâs una _ 
LDH-5 mâs ancha que la existente en los patrones râpi- 
do y lento.
Para cuantificar las diferencias de movilidad entre los 
très fenotipos se midiô la movilidad electroforética en 
31 larvas en estado VII procedentes de un cruzamiento _ 
entre dos individuos de tipo LDH intermedio. De las 31_ 
larvas analizadas, seis eran de tipo râpido, veinte de_ 
tipo intermedio y cinco de tipo lento. La movilidad el^c 
troforética se midiô sobre los densitogramas obtenidos la 
partir de cada patrôn electroforético y se calculé para_ 
cada isoenzima como el cociente entre la distancia desde 
el pico de la isoenzima hasta el origen y la distancia to 
tal (origen-fin de la LDH-1) . El fin de la LDH-1 se defj^ 
niô como el punto en el que la grâfica alcanza la llnea_ 
base. Los resultados, multiplicados por cien, aparecen en 
la tabla II. La LDH-1 es la ûnica isoenzima que no presen 
ta diferencias significativas de movilidad al comparar _ 







Fig. 1.- a= fenotipo râpido; b= fenotipo inter 
medio; c= fenotipo lento. Estado VII.
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ten diferencias significativas entre los fenotipos râpido 
e intermedio y entre los fenotipos intermedio y lento. La 
movilidad varia significativamente entre los fenotipos in 
termedio y lento en la LDH 2 (0,01<ip<. 0,025) . En todas _ 
las demâs comparaciones la significaciôn corresponde a _ 
una probabilidad pC0,005. La movilidad varia desde 73,0 
hasta 79,4 en la LDH-2; y desde 30,5 hasta 43,8 en la _ 
LDH-5 al comparar los fenotipos lento y râpido. Los mis­
mo ocurre en las demâs comparaciones, es decir que las _ 
diferencias de movilidad entre los fenotipos aumentan _ 
progrèsivamente conforme aumenta el nûmero de subunida-- 
des de tipo M de que estâ compuesta la isoenzima a compa 
rar. Esto se expresa grâficamente en la figura 2. Apare­
cen representadas en esta figura très regresiones linea- 
les entre el nûmero de subunidades M(x) de cada isoenzi­
ma (1 para la LDH2, 2 para la LDH 3, 3 para la LDH4 y 4 
para la LDH5) y las diferencias de movilidad electroforé 
tica (y) entre los distintos fenotipos LDH para cada isoen 
zima. Estas diferencias de movilidad entre fenotipos se 
calcularon a partir de la Tabla II. Asi, en la compara­
ciôn râpido-lento para la LDH 2, el nûmero de subunida­
des M es 1 y la diferencia de movilidad es 6,4% (79,4% — 
73,0%). Las rectas se ajustaron por el metodo de los mi - 
nimos cuadrados. La isoenzima LDH 1 no se representô por 
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La recta que compara los fenotipos râpido y lento (fig.2a] 
présenta la ecuacion y= 4,25 + 2,33x; el coeficiente de co 
rrelacion r es 0,994 y su error tîpico 0,075; este coefi­
ciente de correlaciôn resultô ser significativamente dis- 
tinto de cero (0,0 0 5 z i p 0,01]. Al comparar los fenotipos 
râpido e intermedio (fig. 2b) se obtuvo la recta y = 2,3 + 
1;23x, un coeficiente de correlaciôn r= 0,996 con un error 
tîpico de 0,064; r fue significativamente distinto de cero 
Cp <0,005). Por ultimo, la recta que refiere la compara-- 
ciôn entre los fenotipos intermedio y lento (fig. 2 c) tie­
ne la ecuaciôn y = 1,95 + l,lx, y r es significativamente 
distinto de cero (0,005cp*< 0,01) presentando un valor de 
0,993 con un error tîpico de 0,084.
2 . - Cruzamientos.
I
I
Se han realizado todos los cruzamientos posibles entre' _ 
los très fenotipos LDH para esclarecer el tipo de herea-- 
cia de este polimorfismo. La identificaciôn del fenotipo 
de los padres se realizô mediante una operaciôn previa a 
los cruzamientos extrayendo una porciôn de mûsculo gas-- 
trocnemio a cada individuo tal y como se describe en la 
secciôn Materiales 3-A . En todos los cruzamientos, los 
totales de cada fenotipo en la descendencia se calcularon 
sumando los individuos analizados en estados del desarro­
llo posteriores al 27. La razôn de este hecho es que, co­
mo veremos mâs adelante, en estados anteriores al 27
— 16C^
la LDH del embrion es de tipo materno, no comenzando has­
ta este estado la expresion fenotipica del genotipo del _
embrion. Los resultados obtenidos en cada cruzamiento se
2
compararon mediante pruebas X , con los esperados segûn _ 
nuestra hipôtesis de trabajo. Esta hipôtesis plantea un 
control de los très fenotipos por dos alelos situados en 
el mismo locus con dominancia intermedia. Los fenotipos _ 
râpido y lento serîan homocigotos mientras que el fenoti­
po intermedio serîa el heterocigoto. Los resultados de _ 
los cruzamientos se detallan a continuaciôn.
a) Cruzamiento n°l
Se cruzo una hembra de fenotipo râpido por un macho de 
fenotipo râpido. Los resultados aparecen en la tabla _
III. Durante los estados embrionarios 7 y 16, se obtie 
ne un 1 0 0 % de embriones con fenotipo materno, esto qs, 
fenotipo râpido. Durante los estados larvarios I,III,_
XIV, XIX y XXV se analizaron 85 larvas resultando todas
I
ellas ser de fenotipo râpido. Los resultados no presen 
tan diferencias significativas con lo esperado segûn __ 
la hipôtesis de trabajo (p<^0,05).
b) Cruzamiento n°2
/
Se cruzô una hembra de fenotipo râpido por un macho de 
fenotipo intermedio. Los resultados aparecen en la tabla
—l6l—
T A B L A  I I I
CRUZAMIENTO 1 ESTADO N° FENOTIPO DE LA DESCENDENCIA
Râpido Intermedio Lento
?
7 8 8 --- --
16 8 8 -- --
RAPIDA X CTRAPIDO I 7 7 -- ---
III 16 16 -- --
XIV 40 40 — - — -—
XIX 8 8 -—
XXV 14 14 - ---
Total observado^ 85 85
Total esperado 85 85
1.- El total es la suma de los datos posteriores al estado 27. 
N°= nûmero de embriones analizados por estado.
ESTADO = estado del desarrollo.
2
No hay diferencias significativas. Prueba X p<0.05.
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IV. Tanto en el estado 7 como en el estado 16, los 8  
embriones analizados presentan el fenotipo materno,_ 
râpido. Sin embargo, en algunos de los embriones en 
estado 16 empieza a aparecer una ligera tendencia _ 
hacia el fenotipo intermedio pero son todavîa clara- 
mente clasificables como râpidos. En el estado 27 ya 
se pueden distinguir dos patrones distintos. De los 16 
embriones analizados en este estado, . 1 0  son de feno­
tipo râpido y 6  de fenotipo intermedio. Los patrones 
de tipo intermedio observados en este estado tienen_ 
casi yâ la movilidad electroforética tîpica del feno 
tipo intermedio y se distinguen con toda claridad de 
los de fenotipo râpido. En el estado 30, de los 15 _ 
embriones analizados, 7 son râpidos y 8  son yâ tîpic^ 
mente intermedios. En el estado VII, de 8  larvas, 3 £_
son râpidas y 5 son intermedias. Se obtiene un total
i
de 20 individuos râpidos frente a 19 intermedios, ré-
sultando que se ajusta excelentemente a la segrega--
ciôn 1:1 esperada. Las diferencias no son significatif 
vas (p < 0,05).
c) Cruzamiento n°3
Cruzamiento entre una hembra de fenotipo râpido y un 
macho de fenotipo lento. Los resultados, que aparecen 
en la tabla V muestran la persistencia del fenotipo _
—163—
T A B L A  I V





Ç RAPIDA X (f INTERMEDIO 16 8 8 —  — —
27 16 10 6 — — —
, 30 15 7 8 ---
VII 8 3 5 —
Total observado^ 39 20 19
Total esperado 39 19,5 19,5
1.- El total es la suma de los datos posteriores al estado 27 incluîdo.
N°= numéro de embriones analizados por estado
ESTADO = Estado del desarrollo.
No hay diferencias significativas. Prueba X p<0.05.
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CRUZAMIENTO 3
RAPIDA X (f LENTO




FENOTIPO DE LA DESCENDENCIA 
Râpido Intermedio Lento







1." El total es la suma de los datos posteriores al estado 27. 
N°= nûmero de embriones analizados por estado.
ESTADO = estado del desarrollo.
2
No hay diferencias significativas. Prueba X p <0,05.
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materno en el estado 16 al obtenerse un 1 0 0 1  de embrio 
nes râpidos en dicho estado. En el estado I se anali-- 
zan 16 larvas, todas las cuales muestran fenotipo in-- 




Cruzamiento entre una hembra de fenotipo intermedio y _ 
un macho de fenotipo intermedio. En la tabla VI apare­
cen los resultados. Tanto en el estado 7 como en el 16 
todos los embriones presentan fenotipo materno, es de­
cir, intermedio. En el estado VII, de 31 larvas anali­
zadas, 6  presentaron fenotipo râpido, 2 0  fenotipo inter 
medio y 5 fenotipo lento. Este resultado no muestran __ 
diferencias significativas (p<0,05) con la segregaciôn 
1 :2 : 1  esperada.
e) Cruzamiento n°5
En la tabla VII aparecen los resultados obtenidos en _ 
el cruzamiento entre una hembra lenta y un macho inter 
medio. Como en los casos anteriores, todos los embrio­
nes analizados en los estados 7 y 16, presentan el feno^ 
tipo materno que en este caso es el lento. En el esta" 
do III, de 16 larvas,. 7 fueron intermedias y 9 lentas 
mientras que en el estado XII se obtuvieron 2 larvas _
—166—
CRUZAMIENTO 4
INTERMEDIA x cT INTERMEDIO 16
VII





FENOTIPO DE lA  DESCENDENCIA 
Râpido Intermedio Lento











1.- El total es la suma de los datos posteriores al estado 27. 
N°= nûmero de embriones analizados por estado.
ESTADO = estado del desarrollo.
No hay diferencias significativas. Prueba X p<0.05.
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T A B L A  VII
CRUZAMIENTO 5 ESTADO N‘



















1.- El total es la suma de los datos posteriores al estado 27 
N°= nûmero de embriones analizados por estado.
ESTADO = Estado del desarrollo.
No hay diferencias significativas. Prueba X p<0,05.
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intermedias y 6  lentas de un total de 8 . Esto arroja 
un total de 24 larvas de las cuales 9, fueron inter­
medias y 15 lentas. Este resultado aunque algo dese­
quilibrado no présenta variaciones significativas re_s 
pecto a lo esperado (p*<0,05).
f) Cruzamiento n ® 6
En la tabla VIII aparecen los resultados referentes ^ 
al sexto y ultimo cruzamiento, realizado entre dos in 
dividuos de fenotipo lento. Tanto en el estado 16 co­
mo en el estado IV, todos los individuos estudiados _ 
presentaron fenotipo lento, lo cual se ajusta con exac^ 
titud a lo esperado.
3.- Distribuciôn de frecuencias de los très fenotipos. i
1
Se han utilizado dos zonas de captura de animales adultos 
en Madrid. Las dos zonas son: Zona A(Huerta del Obispo) y 
zona B(Parque del Geste). Ambas son zonas de tamano peque 
ho con un curso de agua corriente de unos 75-100 metros __ 
de longitud. Las dos zonas estân aisladas del esterior por 
barreras mecânicas artificiales que hacen poco probable _ 
la posibilidad de contacte con otras poblaciones. Esto es 
especialmente difîcil en la zona A. El riachuelo de la zo 
na A lleva agua claramente mâs sucia y menos oxigenada _ 
que el de la zona B.
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T A B L A  VIII
CRUZAMIENTO 6
LENTA X (f LENTO
ESTADO N° FENOTIPO DE LA DESCENDENCIA
16
Rapido Intermedio Lento 








1.- El total es la suma de los datos posteriores al estado 27. 
N°= numéro de embriones analizados por estado.
ESTADO = estado del desarrollo.
2
No hay diferencias significativas. Prueba X p<0.05.
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En la tabla IX se muestra la distribucion por fenotipos 
de los individuos.capturados en ambas zonas. En la zona 
A, de 35 animales adultes capturados, 23 fueron de fen£ 
tipo rapide, 1 1  de fenotipo intermedio y 1  de fenotipo_ 
lento. En la zona B, s in embargo, se encontrô una distr^ 
bucion muy diferente ya que de los 54 animales adultos_ 
capturados, 7 fueron de fenotipo râpido, 26 de fenotipo_ 
intermedio y 21 de fenotipo lento. Ambas distribuciones_ 
de resultados, se compararon con las que habrîa que espe^ 
rar en caso de que las dos poblaciones estuviesen en _ 
equilibrio Hardy-Weinterg para el carâcter. Las diferen­
cias entre los valores observados y los esperados no _ 
fueron significativas (pC0,05) en ninguno de los dos ca 
S O S .  Partiendo de nuestra hipotesis que supone que el __ 
control genêtico de este polimorfismo esta basado en la_
existencia de dos alelos en un mismo locus que codifica-
I
rian las dos subunidades M (râpida) y M ’ (lenta) , se ca'l^  
cularon las frecuencias genotîpicas, y de estas, las 
frecuencias génicas estimadas en las dos zonas. Como mup_s 
tra la tabla IX la frecuencia génica p del alelo que s in 
tetizarîa la subunidad râpida (M), tiene un valor de 0,81 
en la zona A y de 0,37 en la zona B. La frecuencia génica 
del otro alelo, que sintetizarîa la subunidad lenta (M'), 
aparece con un valor de 0,19 en la zona A y 0,63 en la z£ 
na B .
-171-
z M _ i.o O
II II 3y P
p Hi H") tr*
% 3 3 > O
CD CD w
P L O Q IIH' C C <
i-h CD CD Z P
CD 3 3 C: 1—**-J O o CD O
CD H- H- 3 3Ï3 P P rt CDO P (JiM. era era
P CD\ CD\ CL CD
(/) 3 3 CD (g
H- H* H-*
(/) o O CD
H- p p O 3era cr P3 CL CL H* CL
H- CD CD (g O1-* H-* (/)
H- on era era Op CD\ CDV o
rf 3 3 S' 3H* p 3
rO ZI CL CD
P c c 3 (gp CD CD
Q

















i-h 3» •3 ZCD 3 P 3
3 3 3 H-
O O Z 1-*
rt r + 3
H" H' 3
"3 "3 3




3 t) O p
r+ H* 3 3
































































































En la tabla X aparece la distribuciôn de los très fenoti­
pos en los dos sexos. Los datos se refirieron al total de 
animales capturados de cada sexo y se expresaron en tan-- 
tos por cientos. Al operar asi se obtienen percentages _ 
muy similares de cada fenotipo al comparar los dos sexos.
4.- Actividades y de la LDH en los très fenotipos.
I
a) Actividad relative LDH
En la tabla XI se muestran los resultados obtenidos al 
medir la actividad relative de las cinco isoenzimas y_ 
las subunidades en los très fenotipos LDH. Este estudio 
se realizo sobre los 31 individuos hermanos en estado 
VII del desarrollo obtenidos en el cruzamiento n°4 rea 
lizado entre dos individuos de fenotipo intermedio. El 
estudio, realizado sobre extractos de animal complete, 
no mostrô diferencias significativas (p^C0,05) entre _ 
los très fenotipos en ninguna de las isoenzimas LDH ni 
en las subunidades. El valor para las subunidades _ 
M en este caso se expresô utilizando el termine en sen 
tide amplio englobando a las dos subunidades supuestas 
M y M' .
b) Kj^  de las isoenzimas para el piruvato.
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al piruvato en las isoenzimas LDH 1, LDH 5 râpida y LDH 
5 lenta se muestran en la tabla XII. La LDH-1 se obtuvo 
en extractos de corazôn + rinon, mientras que los dos 
tipos de LDH-5 procedieron del musculo sartorio. El nu 
mero de animales utilizados fue de cinco para cada isoen 
zima, midiendose la en cada individuo de forma que_ 
los valores que aparecen en la tabla son las médias de 
cada grupo de cinco animales. Los dos tipos de LDH-5 _ 
presentaron valores similares para la K^. La LDH-5 râ­
pida muestra una para el piruvato 3,1x10 con una
desviaciôn tipica de 0,4x10 ^M, mientras que la LDH-5
-4 -4lenta présenta una de 3,2x10 M con 0,5x10 M como
Mdesviaciôn tîpica. La LDH-1 en cambio, présenta una K
-4mâs baja que la de los dos tipos de LDH-5: 1,5x10 M 
con una desviaciôn tîpica de 0 ,6 x 1 0  ^M.
La representaciôn doble reciproca de Lineweaver-Burk 
para la LDH-1, LDH-5-râpida y LDH-5-lenta, aparece ejn_ 
las figuras 3,4 y 5 respectivamente. Los dos tipos de
I
LDH-5 mostraron inhibiciôn por substrato a la concen-- 
traciôn de piruvato 2,72 m M. La LDH-1 sin embargo, _ 
mostrô inhibiciôn por substrato yâ a partir de la con- 
centraciôn 0,68 mM de piruvato. Los datos obtenidos en 
concentraciones de substrato inhibidoras no se incluye^
I
ron en las representaciones grâficas ni en el câlculo 
de la Kj^ . La temperatura fue 20°C y el pH 7,0 en los _ 
très casos.
—176—
T A B L A  X I I
VALORES DE LA PARA EL PIRUVATO EN LAS ISOENZIMAS LDH-1,LDH-5 
RAPIDA Y LDH-5 LENTA.
LDH 1 LDH5-RAPIDA LDH-5 LENTA
(5) C5) (5)
1,5xlO’'^ M 3,lxlO"tM 3 ,2 x 1 0 "^#
( ) = numéro de animales por Grupo. Los valores son médias arit 
mêticas.
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II CONSUMO DE OXIGENO EN RELACION CON LA TENSION DE OXIGENO AM- 
BIENTE.
1.- Larvas no aclimatadas
Se utilizaron 72 larvas de una misma puesta en estado _ 
XVIII para medir el consume de oxîgeno Trente a la ten-- 
sion de oxîgeno ambiente. Las larvas no se aclimataron _ 
previamente a las tensiones de oxîgeno de medida. Se ut 
lizaron los mismos animales para las medidas en larvas _ 
anestesiadas y no anestesiadas. En ambos casos, todas _ 
las medidas se realizaron a 20°C, y despuês de 24 horas_ 
de ayuno.
a) Larvas activas
En una primera sere de expérimentes se midiô el consu­
me de oxîgeno,en animales con actividad normal, a seis 
tensiones de oxîgeno distintas: 247 mmHg 0^; 150 mmHg 0^; 
119 mmHg 0^; 90 mmHg 0^; 5 2 mmHg 0^; 3 5 mmHg 0^ (Tabla 
XIII). Se obtuvo un consume de oxîgeno similar en las 
larvas medidas a 247 y 150 mmHg O 2  al referir los resul^ 
tados a peso hûmedo y peso seco. El consume de oxîgeno 
por larva fue sin embargo mayor en el grupo medido a _
247 mmHg de 0^ (132,5 pl) que en el grüpo medido a __
150 mmHg O 2  (115,9 plj (0 ,025<p C O  ,05) . El consume de
—l8l—
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oxîgeno por larva, por peso hûmedo y por peso seco ex 
perimentô un descenso muy significative (p><-0,005) al 
pasar de 150 mmHg O 2 a 119 mmHg O 2 . Hay un descenso _
aproximado del 50% en los très casos (115,9 --- >55,8
pi O^/larva/k.; 0,33 ----> 0,13 pl 0 2 /mg,p.h./h. y _
3,98 ---- > 1,87 pl O^/mg.p.s./h). Entre las tensiones
de O 2  de 119 mm Hg, 90mm Hg y 52 mmHg no hubo variacio 
nés significativas en ninguno de los très paramétrés.
El consumo de oxîgeno se mantuvo en valores semejantes 
a los obtenidos a 119 mmHg O 2  en los dos grupos de ten 
siôn menor (90 y 52 mmHg O 2 ) . Sin embargo, el ultime 
descenso de tension de oxîgeno ambiental desde 52 a 35 
mm Hg (hipoxia extrema), supuso de nuevo un descenso 
marcado (p<  0,005) en los très paramétrés: 57,8 pl O 2 / 
larva/h. descendieron a 25,0 p l  O^/larva/h., 0,16 p l  O 2 / 
mg.p.h./h., pasaron a un valor de 0,07 p l  O^/mg.p.h./h. 
y los 1,85 p l  O^/mg.p.s./h.descendieron a 0,81 p l  0 2 / m g .  
p.s./h. (p 0,005). La relacion entre el consume en nor 
moxia (150mmHg) y el consume en hipoxia extrema (35 mmHg) 
es un valor cercano a cinco en los très paramétrés me- 
didos,
b) Larvas anestesiadas
Las mismas larvas en las que se midiô el consume de _ 
oxîgeno en actividad se utilizaron para medir el consu
—183—
mo de oxîgeno en animales anestesiados. Los resultados 
aparecen en la tabla XIV y se expresan grâficamente en 
las figuras 6,7 y 8 . Tanto el consume de oxîgeno por _ 
larva como los referidos a peso hûmedo y peso seco ex- 
perimentaron un descenso graduai a una tasa aproximada 
mente constante conforme la tension de oxîgeno de med^ 
da desciende desde 249 mmHg hasta 41 mmHg. La cantidad 
de oxîgeno consumida por larva y por hora desciende _ 
desde 59,5 pl hasta 3,2 pl. En la figura 6 , aparecen _ 
representados los puntos que relacionan el consume de 
oxîgeno/larva/h. con la tension de oxîgeno ambiental._ 
A estos puntos se ajusté una recta de regresiôn por 
nimos cuadrados cuya ecuaciôn fue : y= -17,14 + 0,3x 
y -  consumo de oxîgeno; x= tensiôn de O 2 de medida. El 
coeficiente de correlaciôn r entre las dos variables _ 
fue 0,986 con un error tîpico de 0,096; r fue' signifi- 
cativamente distinto de cero (p^<0,005).
El consumo de oxîgeno por m g . peso hûmedo/h. varié en­
tre 0,169 y 0,009 pl O 2  en las dos tensiones de O 2 de 
medida mâs extremas (249 y 41 mmHg). La recta ajustada 
a los puntos que relacionan las dos variables (fig. 7) 
tuvo por ecuacién y=-0,055+ 8,8.10 ^x. El coeficiente_ 
de correlacién r fue' 0,991 - 0,077 y significativamen- 
te distinto de cero (p^C0,005).
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En el caso del consume de oxîgeno por mg.peso seco/h. 
el valor varid entre 1,680 y 0,103 pl O 2  en las dos _ 
tensiones extremas, la recta fue y= -0,429 + 8,5.10 ^x 
(fig. 8 ), el coeficiente de correlaciôn 0,999 - 0,026 
y significativamente distinto de cero (p-c0,00S).
Como se puede apreciar en estos resultados, el ajuste 
de la recta a los puntos es mejor en la medida por mg. 
de peso hûmedo que en la medida por larva y se hace _ 
aûn mejor en la medida por peso seco. Consecuentemen- 
te con esto r se acerca cada vez mâs a uno y su error 
disminuye: r= 0,986 - 0,096 (por larva), 0,991 - 0,077 
(por mg.p.h.) y 0,999 - 0,026 (por mg.p.s.). Si se es-^  
tandarizan los resultados tomando como 1 0 0  el consumo 
de oxîgeno medido a 249 mmHg de O 2  y expresando el re^ 
to de los valores en funciôn de este mâximo, se obtie­
nen très rectas con coeficientes de x muy similaresJ 
0,51 para el consumo por larva, o,52 para el consuma _ 
por mg. peso hûmedo y 0,50 para el consumo por mg. pe­
so seco.
Las très medidas de consumo de oxîgeno en normoxia _ 
(146 mmHg) en animales anestesiados (tabla XIV) presen 
tan valores que no son significativamente diferentes 
de los obtenidos en hipoxia extrema (35 mmHg) en anim^ 





































































anestesiados y medidos a 146 mmHg 0^ muestran consu­
mes de oxîgeno de 24,2 pl 0 2 /larva/h., 0,07 pl Og/mg. 
p.h./h. y 0,84 pl O^/mg.p.s./h. mientras que las lar­
vas no anestesiadas y medidas a 35 mmHg 0^ présenta-- 
ban 25,0 pl O^/larva/h., 0,07 pl O^/mg.p.h./h. y 0,81 
pl O^/mg.p.s./h.
En las larvas anestesiadas, la relacion entre el consu
mo de oxîgeno en normoxia (146 mmHg 0^) y en hipoxia
(41 mmHg 0^) fue del orden de echo en los tres paramè­
tres medidos. Los descensos observados en los tres pa­
ramétrés conforme desciende la tension de oxîgeno de _ 
medida fueron estadîsticamente significatives excepte _
en el paso de 63 a 41 mmHg 0^. Debido a esto, los valo­
res obtenidos a esta ultima tensiôn de oxîgeno (41 mmHg) 
no se incluyeron en las regresiones lineales. El nivel 
de significaciôn fue alto (p<10,005) en el reste de _ 
los casos excepte en el consume de oxîgeno/larva/h, qjue 
presentô una significaciôn menor 0,0 1 < p -<0,025 entre _ 
146 y 93 mmHg 0^ y 0,025-<p-<0,05 entre 93 y 63 mmHg 0^.
2.- Larvas aclimatadas.
Se midiô el consume de oxîgeno por larva y  por mg. de peso 
hûmedo en larvas en estado XIV despuês de 14 dîas de acli- 
mataciôn a la tensiôn de oxîgeno de medida. Se utilizaron
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tres grupos de 20 larvas cada uno. Dentro de cada grupo 
se hicieron cuatro subgrupos de cinco larvas cada uno _ 
que se utilizaron conjuntamente para medir el consume _ 
de oxîgeno. Los resultados, que aparecen en la tabla _ 
XV son similares en el consume por larva y el consume _ 
por peso hûmedo. No hubo diferencias significativas en­
tre los grupos de normoxia (149,1 mmHg 0^) e hiperoxia 
(710 mmHg 0^). El grupo de hipoxia extrema (37,3 mmHg O 2 ) 
mostrô sin embargo un consume mucho menor que el de los 
otros dos grupos (p<C0,005). La relacion entre el consu­
me en condiciones de normoxia o hiperoxia y el consume 
en hipoxia extrema fue del orden de seis : mientras que 
las larvas hipôxicas consumen 6 , 2  pl G^/larva /h. y 0 , 0 2 2  
pl O^/mg.p.h./h., las normoxicas consumen 39,1 pl O^/lar- 
va/h. y 0,133 pl O^/mg.p.h./h., presentando las del grupo
hiperôxico resultados similares a estos ûltimos (38,9 pl
1
O^/larva/h. y 0,101 pl O^/mg.p.h./h.). No se determinô'el 
consume de oxîgeno por peso seco ya que las larvas utili- 
zadas en este experimento se usaron tambiên para la medi­
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III EFECTO DE LA TENSION DE OXIGENO AMBIENTE SOBRE LA ULTRAES- 
TRUCTURA DEL MUSCULO CAUDAL.
En las fotografîas 1-10 aparece la ultraestructura del mûscu 
lo caudal de D. pictus despuês de IS dîas de aclimatacion a 
condiciones de hipoxia extrema, normoxia e hiperoxia. A1 fi­
nal del période de aclimatacion las larvas estaban en estade 
■XIV. Se utilizaron des larvas per cada grupe de tensiôn de 
oxîgeno y el experimento se repitiô des veces ebteniêndese _ 
en ambas el misme resultade. Se utilizô la perciôn basai del 
mûscule de la cela despuês de ser separade de la aleta cau-- 
dal, en tedes les cases.
Se observa una estructura fibrilar en la dispesiciôn de las_ 
miefibrillas, que se encuentran delimitadas per el retîcule 
sarceplâsmice, el cual esta bien desarrellade. Las triadas __ 
aparecen a nivel de las lîneas Z. El nûclee suele estar late^ 
ralizade y su ferma es en general alargada y paralela al eje 
longitudinal de la fibra. Aparecen les cempenentes usuales en 
la sarcômera ebservandese claramente la banda M en el centre 
de la zona H. La lînea Z realiza un zigzag de dispesiciôn re^  
gular. Las mitecendrias tienen gran centenide de crestas que 
se disponen tambiên en zigzag. Tedas estas caracterîsticas _ 
aparecen en les individuos del grupe nermôxice (Fetegr.1,2 y 
3). En el grupe de hipoxia extrema las mitecendrias censer-- 
van su aspecte normal^ pere àparecen alteracienes en les sis-
-193-
m m m








Fotografîa 3.- Normoxia'. Musculo caudal. E. XIV
X 12.000.
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temas membranosos intracelulares. Se observa una hidropesia 
del retîculo endoplasmico (fotogr. 4 y 5) asî como un ensan 
chamiento irregular del espacio perinuclear que sépara las 
membranas nucleares interna y externa (fotogr. 4 y 6 ). En _ 
el grupo de hiperoxia aparecen alteraciones muy significat^ 
vas en las mitocondrias. Aparecen mitocondrias con la matriz 
vacuolizada, con perdida de la densidad a los electrones, y 
las crestas retiradas en la zona periferica (fotogr. 7 y 8 ). 
Existen sin embargo mitocondrias practicamente normales y _ 
mitocondrias en proceso de vacuolizacion (fotogr. 9 y 10). 
Las mitocondrias cuyo estado patologico es mas avanzado pre^ 
sentan un tamano mayor que las normales, alcanzando hasta __ 
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Fotografia 4.- Hipoxia ex.trema. Musculo caudal. E. XIV
X 12.000.
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Fotografia 6 .- Hipoxia Extrema. Musculo caudal. E. XIV









Fotografia 8 .- Hiperoxia. Musculo caudal. E. XIV.
X 55.000.
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Fotografia 10. Hiperoxia. Musculo caudal. E. XIV
X 2 3 .5 0 0 .
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IV DIMENSIONES CORPORALES Y COMPORTAMIENTO EN LA ACLIMATACION 
A LA TENSION DE OXIGENO AMBIENTE.
1,- Longitudes y pesos.-
Se realizaron dos experimentos. En un primer experimento 
se aclimataron 16 larvas, 7 a hipoxia moderada (89,5 mmHg 
O 2 ) y 9 a normoxia, durante IS dias. El quinceavo dîa se 
midiô la longitud total, la longitud céfalo-truncal, la 
longitud caudal, la anchura caudal maxima y el peso hûme- 
do. Las larvas estaban en estado XIV. Los resultados, que 
aparecen en la tabla XVI no mostraron diferencias signifi 
cativas en ninguno de los parâmetros medidos. El grupo de 
hipoxia moderada présente una longitud total de 32,7 - 2,0 
mm, una longitud céfalo-truncal de 12,5- 0,9 mm, una lon­
gitud caudal de 20,2 - 1,3 mm, una anchura caudal mâxima_ 
de 5,1 - 0,4 mm y un peso hûmedo de 310 - 50 mg. En el'ca 
so del grupo normôxico estos parâmetros fueron respect^va 
mente 33,3 - 1,0 mm, 12,6 - 0,7 mm, 20,7 - 0,9 mm, 5,1 
0,2 mm y 310 - 20mg. En estas mismas larvas se midiô là _ 
actividad relativa LDH (Tabla XX).
En un segundo experimento se utilizaron très grupos de _ 
20 larvas cada uno. Un primer grupo se sometiô a hipoxia 
extrema, un segundo a normoxia y un tercero a hiperoxia. 
Al final del perîodo de ^climataclôn que durô 15 dîas, _ 
las larvas estaban en estado XIV. La tabla XVII resume _ 
r - . .
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T A B L A  X V I
LONTIGUTES Y PESO DE LARVAS DESPUES DE QUINCE DIAS 
DE ACLIMATACION A CONDICIONES DE HIPOXIA MODERADA 
Y NORMOXIA. ESTADO XIV.
HIPOXIA MODERADA NORMOXIA
(7) (9)
LONG. TOTAL 32,7 * 2,0 33,3 - 1,0
(mm)
CABEZA-TRONCO 1 2 , 5 - 0 , 9  1 2 , 6 - 0 , 7
(mm)
COLA (mm) 20,2 - 1,3 20,7 - 0,9




PESO MEDO 310,0 - 50 310,0 - 20
( ) = numéro de larvas por grupo. Los resultados se expresan como 
la media - desviaciôn tîpica. No hay diferencias significatives. 
Prueba t de Student (p<0,05).
—206—
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los resultados obtenidos. No se obtuvo ninguna diferencia 
significativa al comparar los grupos de hipoxia extrema y 
normoxia en ninguno de los parâmetros de longitud 6 anchu 
ra ni en el peso hûmedo. Por el contrario, las larvas acli 
matadas a la hiperoxia resultaron ser mâs grandes que las 
de los otros dos grupos. Asî, el grupo hiperôxico tiene _ 
una longitud total media de 34,0 mm. cifra que es signify 
cativamente superior (0,005<<p-<0,01 en ambos casos) a _ 
los 29,1 mm. de los grupos normoxico y de hipoxia extrema. 
La longitud cefalotruncal fue de 10,1 mm. en el grupo de 
hipoxia extrema y 1 1 , 2  mm. en el grupo normoxico, cifras 
que son signifientivamente menores (p-<0,005 y 0,005-<p-< 
0,01 respectivamente) que la del grupo hiperôxico, 13,0 mm. 
Lo mismo ocurriô con la longitud caudal que media 21,0 mm. 
en las larvas hiperôxicas, mientras que fue menor en las 
normôxicas, 17,9 mm (p^0,005) y en las hipôxicas, 19,0 mm 
(0,0025 *<p<0,05) . La anchura mâxima de la cola fue de _ 
6,5 mm. en hiperoxia y significativamente menor en nomo- 
xia, 5,7 mm. (p<0,005) y en hipoxia extrema, 6,0 mm 
(p-<0,005). El peso hûmedo medio fue 280 mg en el grupo_ 
hipôxico y 303 mg. en el normôxico, ambos significativa- 
mente menores que el del grupo hiperôxico, 385 mg. (p-< 
0,005 en ambos casos).
/
Como resûmen de ambos experimentos se puede decir que la 
aclimataciôn durante quince dîas a condiciones de hipoxia
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extrema o moderada no altera el tamano ni el peso de las 
larvas respecto al de larvas control (normoxia). La aclj^ 
matacion a la hiperoxia durante quince dîas produce, sin 
embargo, un aumento significativo de todos los parâmetros 
medidos de longitud y del peso.
2.- Comportamiento.-
Durante el desarrollo de todos los experimentos de acli­
mataciôn a la tensiôn de oxîgeno ambiental se ban reali- 
zado observaciones de visu referentes a las distintas re* 
acciones comportamentales de las larvas. Se observô un _ 
comportamiento distinto en los diferentes grupos respec­
to al nivel de actividad y la ingestiôn de alimente. Mien 
tras que las larvas aclimatadas a normoxia, hipoxia mode
rada e hiperoxia, mantenîan una actividad espontânea que
1
se podîa clasificar como normal en estos animales, las'_ 
larvas aclimatadas a hipoxia extrema mostraron una acti­
vidad espontânea muy reducida. Las larvas de este ûltinio 
grupo se mantenîan prâcticamente inmôviles con tendencia 
a flotar cerca de la superficie. Fue también mâs acusado 
en este grupo la toma de aire de la fase gaseosa. Las _ 
larvas de este grupo sôlo mostraron respuesta motora an­
te la presencia de un estîmulo externe (agitaciôn, vibra 
ciôn o golpe brusco) de magnitud suficientemente elevada.
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Se observaron tambiën diferencias en la cantidad de in­
gestiôn de alimente ya que los animales de hiperoxia c o  
mîan mâs por unidad de tiempo que los de normoxia, hipo 
xia moderada o hipoxia extrema. No hubo diferencias ob­
servables de visu entre estos très ultimes grupos.
V ACTIVIDADES DE LA LDH
(
1.- Actividades total y especifica de la LDH en la aclimata­
ciôn a la tensiôn de oxîgeno ambiente.-
Se realizaron dos experimentos. En un primer experimento, 
que se resume en la tabla XVIII se aclimataron quince an^ 
maies durante quince dîas, que es el perîodo comprendido 
entre el inicio de la vida larvaria y el climax metamôrfi 
co. En el momento de preparar los extractos de animal corn 
pleto, las larvas estaban en estado XII. Se aclimataron _ 
seis larvas a hipoxia extrema y nueve larvas a normoxia. La 
actividad total, que se expresa en p moles de NADH oxida- 
do por minuto y por larva présenta un valor de 4,35 - 0,9 
en hipoxia extrema y de 5,03 - 1,20 en normoxia lo cual _ 
no supone la existencia de diferencias significativas __ 
(p<^0,05) entre ambos grupos. De la misma forma, la acti­
vidad especîfica de la LDH, expresada como p moles de NADH 
oxidado por minuto y por miligramo de proteîna no presen- 
tô tampoco diferencias significativas (p<C0,05) tomando _ 
un valor de 1,02 - 0,10 en hipoxia extrema y 1,13 - 0,15
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T A B L A  XVIII
ACTIVIDADES TOTAL Y ESPECIFICA DE LA LDH EN LARVAS ACLIMATADAS 




ACT. TOTAL 4 , 3 5 - 0 , 9  5 , 0 3 - 1 , 2 0
(p moles NADH/ 
min./larva)
ACT. ESPEC. 1,02 - 0,10 1,13 - 0,15
(p moles NADH/ 
/min. /mg. prot. )
( ) = nûmero de larvas por grupo. Los resultados se expresan co 
mo la media - desviaciôn tîpica. No hay diferencias significati 
vas. Prueba t. (p<0,05).
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en normoxia.
La tabla XIX resume los resultados de un segundo experi­
mento en el que se aclimataron durante quince dîas, sie- 
te larvas a condiciones de normoxia y ocho larvas a con­
diciones de hiperoxia. El quinceavo dîa de aclimataciôn 
se utilizaron las larvas en estado XVII para la prepara- 
ciôn de extractos. La actividad total expresada en p mo­
les de NADH oxidados/min./larva pasô de un valor de _ 
22,56 - 2,00 en normoxia a 25,48 - 2,50 en hiperoxia. E^ 
ta diferencia supone un aumento significativo de activi­
dad total LDH en el grupo hiperôxico (0 ,05-<p 0 ,025) . _
La actividad especîfica medida en p moles de NADH oxida­
do s por minuto por miligramo de proteîna no presentô sin 
embargo, variaciones signif icativas (p<0,05) entre los_ 
dos grupos, presentando un valor de 3,01 - 0,34 en normo 
xia y de 2,95 - 0,39 en hiperoxia. *
2.- Actividad relativa de las isoenzimas LDH en la aclimata-
ciôn a la tensiôn de oxîgeno ambiente.-





En la tabla XX y figuras 9 y 10, aparece el modelo de
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T A B L A  XIX
ACTIVIDADES TOTAL Y ESPECIFICA DE LA LDH EN LARVAS ADAPTADAS DU 




ACT. TOTAL 22,56 - 2,00 ** 25,48 - 2,50
(p moles NADH/
/min./larva)
ACT.ESPEC. 3,01 - 0,34 2,95 - 0,39
(p moles NADH/
/min./mg.prot.)
( ) = nûmero de larvas por grupo. Los resultados se expresan como 
la media - desviaciôn tîpica. Prueba t: ** diferencia significa-- 
tiva (p<^0,025).
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T A B L A  XX
ACTIVIDAD RELATIVA DE LAS ISOENZIMAS LDH EN LARVAS ADAPTADAS DU 
RANTE QUINCE DIAS A CONDICIONES DE HIPOXIA MODERADA Y NORMOXIA. 
ESTADO XIV. FENOTIPO RAPIDO.








































M/H 1 , 2
+
0 , 2 1,3
+
0 , 2
( ) = nûmero de extractos medidos por grupo.
Los resultados se expresan como la media aritmética - desviaciôn 
tîpica.
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FIG. 10.- REPRESENTACION GRAFICA DEL % DE SUBUNIDADES 
H Y M EN LARVAS ADAPTADAS DURANTE 15 DIAS A CONDICIO­
NES DE HIPOXIA MODERADA Y NORMOXIA. ESTADO XIV.
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isoenzimas y subunidades de la LDH en extractos de _ 
animal complete. Se aclimataron durante quince dîas 
siete animales a hipoxia moderada y nueve a normoxia. 
El modelo de isoenzimas muestra un patron intermedio. 
de subunidades M y H en el estado XIV: 43,4% para las 
subunidades H y 56,6 % para las subunidades M en el _ 
grupo normôxico. No se registraron cambios significa­
tives (p<0,05) en ninguna de las isoenzimas ni en __ 
las subunidades. El orden de actividad relativa de ma 
yor a menor fue LDH 5 LDH 1>>LDH 4t=^LDH 3 LDH 2.
b) Experimento 2.
En este segundo experimento se aclimataron 14 larvas_ 
a hipoxia moderada y 14 larvas mâs a normoxia. Después 
de los quince dîas correspondientes al perîodo de _ 
aclimataciôn se prepararon extractos de hîgado comply 
to procedentes de las larvas en estado XXV (2 hîgados 
por extracto), los cuales se utilizaron para la deter 
minaciôn de la actividad relativa de las isoenzimas y 
subunidades. Los resultados, que se muestran en la ta 
bla XXI y en las figuras 11 y 12 muestran un aumento 
de la LDH 5 y de las subunidades M asî como un peque- 
ho descenso del resto de las isoenzimas en el grupo _ 
de hipoxia moderada respecto al de normoxia. Estas va 
riaciones, s in embargo, no resultaron ser significati 
vas en ninguno de los casos expuestos (p<0,05). El
-217-
T A B L A  XXI
ACTIVIDAD RELATIVA DE LAS ISOENZIMAS LDH EN EL HIGADO DE LARVAS 
ADAPTADAS DURANTE QUINCE DIAS A CONDICIONES DE HIPOXIA MODERADA 
Y NORMOXIA. ESTADO XXV. FENOTIPO RAPIDO.
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( ) = nûmero de extractos de hîgado por grupo. 2  hîgados comple- 
tos por extracto.
Los resultados se expresan como la media aritmética - desviaciôn 
tîpica.
No hay diferencias significativas. Prueba t. p-C0.05
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FIG.12.- REPRESENTACION GRAFICA DEL % DE SUBUNIDA- 
DES H Y M EN EL HIGADO DE LARVAS ADAPTADAS DURANTE 
15 DIAS A CONDICIONES DE HIPOXIA MODERADA Y NORMO­
XIA. ESTADO XXV.
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patrôn de isoenzimas presentô un predominio claro de 
las isoenzimas compuestas por subunidades M. Asî, el 
grupo normdxico presentô un 70,1 y el de hipoxia mo- 
derada un 72,3 % de subunidades M. La isoenzima LDH 2 
£ue la que presentô el valor mas bajo en ambos grupos.
c) Expérimente 3.
Se realizô un nuevo experimento de aclimataciôn, esta 
vez a très tensiones de oxîgeno diferentes. Un primer 
grupo de 1 2  larvas estuvo sometido a hipoxia extrema, 
un segundo compuesto por 16 larvas sometidas a normo- 
xia y el tercer grupo también de 16 larvas se aclima- 
tô a hiperoxia. El tiempo de aclimataciôn fue de quin­
ce dîas, al final de los cuales se prepararon extrac-- 
tos con dos hîgados completes cada une. Las larvas se 
encontraban en estado XIV. Los resultados se expresan 
en la tabla XXII y se representan grâficamente en las 
figuras 13 y 14.
Al comparar el grupo de hipoxia extrema con respecte _ 
al de normoxia se encontraron las siguientes variacio- 
nes: a) un aumento significative de la isoenzima LDH 5 
(p<r0,005) de 48,2 a 60,8%; un aumento de las subunida 
des de tipo M (0, Ole p <0,025) de 76,8 a 81,7 %; y un 
aumento de la relaciôn subunidades M/subunidades H _ 
(p<:0,005) de 3,3 a 4,6 (39% de aumento); b) Hubo ade-
-221-
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FIG. 14.- REPRESENTACION GRAFICA DEL % DE SUBUNIDA-- 
DES H Y M EN EL HIGADO DE LARVAS ADAPTADAS DURANTE _ 
15 DIAS A CONDICIONES DE HIPOXIA EXTREMA, NORMOXIA E 
HIPEROXIA. ESTADO XIV.-
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mâs un descenso significative de las iseenzimas LDH 2 
C p <0,005) de 6,0 a 1,4 %; y LDH 4 (p<0,005) de 25,5 
a 17,5 %.
El grupo de hiperoxia presentô un aumento de las iseen 
zimas LDH 1, LDH 2 y LDH 4 asî ceme un descenso de la 
LDH 5, las subunidades M y la relaciôn M/H, con respec 
te a las larvas nermôxicas. Estas variacienes ne fue-- 
ron s in embargo, estadisticamente significativas en nin 
gune de les cases (pe0,05).
Cuande se compararen los resultados ebtenides en les __ 
grupos de hipoxia extrema e hiperoxia se observe: a) _ 
un valor significativamente mâs alto en el grupo de h_i 
poxia extrema de la isoenzima LDH 5 (p-<0,005) de 44,3
a 60,8 %; de las subunidades de tipo M (0,005-< p<CO,01)
I
de 74,8 a 81,7 % ; y de la relaciôn M/H (p<CO,005) dé _ 
3,0 a 4,6; b) un valor signif icativamente mâs bajo ejn 
el grupo de hipoxia extrema de las isoenzimas LDH 2 
(p<0,005) de 7,3 a 1,4 %; y LDH 4 (p<c0,005) de 27,6 
a 17,5 %.
En resûmen, y tomando los resultados conjuntamente, se 
observe que: a) la isoenzima LDH 2 presentô siempre el 
coeficiente de variacion mâs alto (15-64%); b) la isoen 
zima LDH 5 presentô siempre el valor mâs alto; c) que 
los cambios observados en las très comparaciones son pa
- 225-
ralelos de forma que a medida que desciende la ten­
sion de oxîgeno de aclimataciôn van aumentando la _ 
LDH 5,"las subunidades M y la relaciôn M/H, y van _ 
disminuyendo las isoenzimas LDH 2 y LDH 4 (Fîg. 13 
y 14); d) los cambios son mâs marcados entre hipoxia 
e hiperoxia, suponiendo en este caso un 37% de aumen 
to de la LDH 5, y un 53% de aumento de la relaciôn _ 
M/H.
d) Experimento 4.
En este cuarto experimento se midiô la actividad re- 
lativa de las isoenzimas LDH y las subunidades H y M 
en extractos procedentes del musculo caudal complete. 
Las larvas utilizadas fueron las mismas del experimen 
to n°3 y el tiempo de aclimataciôn quince dîas. Los _ 
resultados se expresan en la tabla XXIII y su repre-- 
sentaciôn grâfica aparece en las figuras 15 y 16.
El grupo aclimatado a hipoxia extrema mostrô con res­
pecte al de normoxia los siguientes cambios: a) un au­
mento significative de las isoenzimas LDH 2 (p<î0,005) 
de 5,4 a 10,0%; y LDH 3 (0,005 < p C  0,01) de 12,4 a _ 
16,5%; b) un descenso significative de la isoenzima _ 
LDH 5 (0,005 <p-=C0,01)' de 41,6 a 33,2%; de las subuni^ 
dades de tipo M (0,00‘5 <Cp-<0,01) de 68,1 a 61,5; y de
—226—
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FIG. 16.- REPRESENTACION GRAFICA DEL % DE SUBUNIDADES 
H Y M EN LA COLA DE LARVAS ADAPTADAS DURANTE 15 DIAS 
A CONDICIONES DE HIPOXIA EXTREMA, NORMOXIA E HIPEROXIA, 
ESTADO XIV.
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la relaciôn M/H (0,005<p-< 0,01) de 2,1 a 1,6.
La comparaciôn de los grupos de normoxia e hiperoxia 
no mostrô diferencias significativas en ninguna de _ 
las isoenzimas ni en las subunidades.
Al relacionar los dos grupos restantes, el de hipoxia 
extrema con respecto al de hiperoxia, se pudo observar 
de nuevo: a) un aumento significativo de las isoenzi­
mas LDH 2 (p^0,005) de 6,2 a 10,0%; y LDH 3 (0,025<p 
C O , 05) de 13,6 a 16,5%; b) una disminuciôn estadîsti^ 
camente significativa de las isoenzimas LDH 4 ( _
0 , 0 2 5 C p <  0,05) de 26,0 a 23,3%; y LDH 5 ( 0 , 0 2 5 < p <  
0,05) de 38,5 a 33,2%; de las subunidades de tipo M _
( 0,02 5 -<p C O , 05) de 66,1 a 61,5%; y de la relaciôn _ 
M/H (0,025<pC0,05) de 2,0 a 1,6. ,
1
I
Como resûmen de estes resultados se pudo deducir que:
a) la isoenzima LDH 2 presentô siempre el coeficiente
I
de variaciôn mâs alto (20-37%) y el valor mâs bajo, _
b) el mûsculo caudal présenta un patrôn de isoenzimas 
LDH que tiende a ser intermedia (68,1% M y 31,9% de H 
en normoxia); c) la aclimataciôn a hipoxia extrema _
provoca un aumento de las isoenzimas LDH 2 y LDH 3 _
/
y un descenso de las isoenzimas LDH 4 y LDH 5 (20% _ 
de descenso respecto a normoxia) asî como también un_ 
descenso de las subunidades de tipo M y de la rela--
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ciôn M/H (231 de descenso respecto a normoxia). Como 
resultado, el patrôn de isoenzimas es mâs intermedio 
en hipoxia extrema que en los otros dos grupos.
3.- Actividad de la LDH durante el desarrollo embrionario.
Se utilizô una puesta de Discoglossus pictus para el es - 
tudio de las actividades total y especîfica de la LDH du 
rante los desarrollos embrionario y larvario. En esta __ 
secciôn se muestran los resultados obtenidos durante el_ 
desarrollo embrionario definido desde la fecundaciôn ha^ 
ta el comienzo de la alimentaciôn. Se incluyen también _ 
datos obtenidos justo antes de la fecundaciôn. Se utili- 
zaron un total de 175 embriones y las condiciones de me­
dida fueron saturantes para el substrate (piruvato) y el
cofactor (NADH) , el pH de 7,0 (ôptimo) y la temperatur,a_
I
20°C. Se analizaron los siguientes estados: 0 (oocito hi£ 
dure no fecundado) , 6  (môrula) , 1 0  (gâstrula, botôn vii:£ 
lino) , 14 (neurula) , 23 (circulaciôn branquial) y 27 (ini^I
cio de movimiento espontâneo). Los resultados se expre-- 
san en la tabla XXIV en n moles de NADH oxidados/minuto/ 
embriôn (actividad total LDH) y en n moles de NADH oxida 
dos/minuto/mg de proteina (actividad especîfica LDH).
Los datos referentes a la actividad total (Tabla XXIV y 
fig. 17) mostraron diferencias significativas al someter 
los conjuntamente a un anâlisis de varianza. Comparando_
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T A B L A  XXIV
ACTIVIDAD TOTAL Y ESPECIFICA DE LA LDH DURANTE EL DESARROLLO 
EMBRIONARIO.
1 2







1) n moles NADH/min./embriôn; 2) n moles NADH/min./mg.prot.
Los resultados se expresan como la media - desviaciôn tîpica,
(a,b) : a= nûmero de extractos; b= numéro de embriones por extrajcto 
Los anâlisis de varianza muestran diferencias significativas. Prue 
ba de Scheffé: * diferencia signif icativa (pC0,05); ** diferencia 
signif icativa (p-<0,025); * * *  diferencia signif icativa (pC0,01); 
* * * *  diferencia significativa (p<T0,005). Los asteriscos muestran
diferencias significativas entre los datos entre los cuales estân
/
situados verticalmente en la tabla.
131 - 1 0 1045 - 168
189 - 2 0 1227 - 166
* * *
224 - 38 1 509 - 2 0 1
** *
166 - 25 1 270 - 
***
230
152 - 24 870 - 1 1 2


























































































las médias dos a dos en sucesiôn temporal, se pudo obser^ 
var: un aumento muy s ignif icativo (pCO.OOS) desde el es 
tado 0 (131 - 10) al estado 6  (189 - 20); un nuevo aumen 
to signif icativo (0, 02 5-<^ p <.0, 05) desde el estado 6  _
(189 - 20) al estado 10 (224 - 38); un descenso signifi- 
cativo (0,01<p < ^ 0,025) desde el estado 10 (224 - 38) al 
estado 14 (166 - 25). En el reste de los estados no se _ 
observaron diferencias significativas. Resumiendo estos_ 
resultados, hubo un ascenso contînuo de la actividad to­
tal LDH desde el estado 0 hasta llegar a un maxime en el 
estado 1 0  para descender luego a un valor algo mener al_ 
observado en el estado 6  y mantenerse a este nivel duran 
te el reste del desarrollo embrionario analizado. El re­
sultado es un pico de actividad en el estado 1 0  (gâstru­
la) como se ve en la figura 17.
En la tabla XXIV y la figura 18 se muestran los resulfa- 
dos correspondientes a la actividad especîfica de la LDH. 
Los datos referentes a todos los estados tornades conjuita 
mente mostraron diferencias significativas, Entre los es­
tados 0  y 6  hubo un aumento que no resultô significative. 
La actividad especîfica aumento significativamente (0,01 
Cp-=C0,025) desde el estado 6  (1 227 - 166) al estado 10_ 
(1509 - 201), experimento un descenso significative _ 
(0,025< p <0,05) entre los estados 10(1509 - 201) y 14 _ 
(1217 - 230) y de nuevo una disminuciôn significativa _ 
(0,005-<p C O , 01) desde el estado 14 (1270 - 230) hasta el, 
estado 23 ( 870 - 112 ). Entre los estados 23 y 27 no hu­


























































































sentan las médias con sus errores, observandose un aumen 
to de actividad especîfica LDH desde el estado 0 al esta 
do 10 para disminuir luego hasta el estado 23 y mantener 
se estable en un valor bajo hasta el estado 27. Como re­
sultado se produjo, al igual que en el caso de la activi^ 
dad total LDH, un pico de actividad que tiene su maximo__ 
en la gâstrula (estado 1 0 ).
4.- Actividad de la LDH durante el desarrollo larvario.
Se utilizaron 39 larvas procedentes de la misma puesta 
que la usada para la determinacion durante el desarrollo 
embrionario. Las condiciones de medida fueron también sa 
turantes para substrato (piruvato) y cofactor (NADH) asî 
como pH 7.0 y 20°C. El perîodo larvario se define desde
el inicio de la alimentaciôn hasta el final de la met^--
1
morfosis. Se analizaron los siguientes estados: I (ini-- 
cio de la alimentaciôn), XII (esbozos de los 5 dedos )L 
XVII (final de la prometamorfosis), XX ( extremidades an 
teriores libres), XXIII (cola reducida a 1/5 de su longi^ 
tud), XXV (fin de la metamorfosis). En la tabla XXV apa- 
recen los resultados correspondientes a las actividades 
total y especîfica de la LDH.
/
La actividad total se expresa (tabla XXV y fig. 19) en 
p moles de NADH oxidados por minuto y por larva. Esta ac
—2 3 6 —
T A B L A  XXV




ACTIVIDAD TOTAL ACTIVIDAD ESPECIFICA
h s)
0,74 - 0,09 0,89 - 0,07
3,55 - 0,46 
****
0,90 - 0,10
XVII(7) 22,56 - 2,00 3,01 - 0,34
**
XX(9) 22,39 - 4,82 3,48 - 0,50
XXIII(5) 18,88 - 4,91 ****
3,44 - 0,56 
* *
XXV(4) 8,72 - 2,11 2,40 - 0,52
1) p moles NADH/min./larva; 2) p moles NADH/min./mg.prot.
Los resultados se expresan como la media - desviaciôn tîpica.
( ) = nûmero de extractos. Los anâlisis de varianza muestran 
diferencias signif icativas. Prueba de Scheffé: ** diferencia si!g
I
nificativa (p< 0,025); * * * *  diferencia signficativa (pC0,005). 
Los asteriscos muestran diferencias significativas entre los da­


















































































tividad expérimenté: un aumento muy significative 
Cp-^0,005) entre los estados I (0,74 - 0,09) y XII 
(3,55 - 0,46); un nuevo aumento muy significative (p<. 
0,005) entre los estados XII (3,55 - 0,46) y XVII 
(22,56 - 2,00), y un descenso también muy significativo 
(pC0,005) entre los estados XXIII (18,88 - 4,91) y XXV 
(8,72 - 2,11). La representaciôn grâfica de estes resul­
tados (fig. 19) muestra un aumento de la actividad total 
desde el estado I al estado XII que se hace mâs intense 
entre los estados XII y XVII. Posteriormente, se mantie- 
ne estable en un valor alto entre los estados XVII y XXIII 
para descender luego en el estado XXV.
Los datos correspondientes a la actividad especîfica 
(Tabla XXV y fig. 20) mostraron: un aumento muy signi­
ficative (p< 0,005) entre los estados XII y XVII de 
0,90 - 0,10 a 3,01 - 0,34, un aumento significative _ 
(0,01<pC0,025) desde el estado XVII (3,01 - 0,34) al 
estado XX (3,48 - 0,50) y un descenso significative des 
de el estado XXIII (3,44 - 0,56) al estado XXV 
(2,40 - 0,52). El aspecto de la grâfica que relaciona 
la actividad especîfica LDH con el desarrollo larvario 
a le largo del tiempo (fig. 2 0 ) es similar al obtenido 
para la actividad total mostrando un mâximo de activi­
dad durante el clîmax metamorfico. La diferencia mâs 
notable entre ambas grâficas (fig. 19 y 20) es que mien 
















































































éstado I al XII, la actividad especîfica por mg, de prote^ 
na se mantiene estable entre dichos estados.
VI EFECTO DEL ACIDO OXAMICO SOBRE EL DESARROLLO EMBRIONARIO.
Se realizaron cinco expérimentes sobre la acciôn del oxamato 
de sodio sobre el desarrollo.
Experimento 1
Se realizô en los estados 6  (gâstrula), 14 (neurula) y 19 (re^ 
puesta a la estimulaciôn mecânica). En cada estado se hicieron 
cuatro grupos de seis embriones cada une. Cada grupo de embrio 
nés se colocô en una plaça pétri. Las plaças pétri contenîan: 
agua desclorada (grupo 1), disoluciôn de ClNa 0,IM (grupo 2),
oxamato sôdico 0,01M (grupo 3) y oxamato sôdico 0,IM (grupo 4),
t
Las disoluciones de los grupos 2,3 y 4 se hicieron utilizahdo 
agua desclorada.
Los resultados obtenidos fueron los mismos en los très esta­
dos estudiados. Al cabo de doce horas de permanencia en los 
citados medios los dos grupos contrôles (agua desclorada y 
ClNa 0,IM) continuaban su desarrollo embrionario que siguiô 
con normalidad hasta la metamorfosis. Los grupos que habîan 
permanecido en oxamato sôdico.0,01 y 0,1M detuvieron su de­
sarrollo en el estado de inicio del experimento y murieron 
habiéndose producido disgregaciôn celular mâs o menos acusa-
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da al cabo de doce horas.
Experimento 2
Se utilizaron 50 embriones en estado 19 (respuesta a la e^ 
timulacion mecânica) para realizar experimentos sobre el _ 
efecto de la concentracion de oxamato sôdico en el desarro 
llo. Se hicieron 10 grupos con cinco embriones por grupo, 
en estado 19. El grupo 1 se mantuvo en agua desclorada, el 
grupo 2 en ClNa 0,1 M y los otros ocho grupos se mantuvie- 
ron en las siguientes concentraciones de oxamato sôdico: _
grupo 3 ( 1 0 de oxamato), grupo 4 (10 ^M), grupo 5 (SxlO"^
M ) , grupo 6  (lO'^M), grupo 7 (5x10"^M), grupo 8  (lO'^M) gru 
po 9 (5x10 ^M) y grupo 10 (10 ^M). Al cabo de doce horas los 
grupos 6 ,7,8 ,9 y 1 0  habîan detenido su desarrollo en el esta
do inicial (estado 19) y comenzaban a sufrir disgregaciôn ce^
I
lular. A las doce horas, los grupos 1,2,3,4 y 5 habîan ava!n- 
zado su desarrollo hasta el estado 2 0  (primer par de bran- 
quias). Estos cinco ultimos grupos siguieron su desarrollo sin
I
cronizadamente, alcanzando el estado 25 (circulaciôn caudal) 
a las sesenta horas y el estado 29 (operculo branquial) a las 
ciento ocho horas. En estos grupos se renovô el medio dos V£ 
ces por dîa. Todas las disoluciones se hicieron en agua des­
clorada. Los resultados suponen que las concentraciones igua 
les o superiores a 1 0  de oxamato producen la muerte del _ 
embriôn antes de doce horas, mientras que las concentracio­
nes iguales o inferiores a 5x10 de oxamato no afectan vi-
-242-
siblemente el desarrollo ni su velocidad respecto a los con 
troles (grupos 1  y 2 ) al menos en las primeras ciento ocho 
horas.
Experimento 3
Se realizô un tercer experimento para medir el tiempo en _ 
que se produce la muerte de los embriones debida al oxamato. 
Se hicieron tres grupos de 10 larvas cada uno en estado 19: 
el grupo 1  se mantuvo en agua desclorada, el grupo 2  en _ 
ClNa 10 en agua desclorada y el grupo 3 en oxamato sôdi­
co 10 disuelto también en agua desclorada. Se definiô c£ 
mo supervivientes a los embriones que seguian desarrollando 
una respuesta muscular ante un estîmulo mecânico aplicado _ 
con una aguja imangada por el observador. La figura 21 mues­
tra el descenso del nûmero de supervivientes con respecto al 
tiempo. Se hicieron pruebas cada quince minutos. En el grupo 
3 (oxamato 10 ^M), el primer embriôn que dejô de mostrar res­
puesta lo hizo a los 60 minutos de iniciarse el experimento. 
A los 195 minutos ninguno de los embriones mostrô ya respue£ 
ta muscular. El tiempo medio que tardaron el 50% de los em-- 
briones en no mostrar respuesta fue de 120 a 135 minutos. En 
los grupos 1  y 2 el 1 0 0 % de los embriones mostrô respuesta _ 


































































Se repitiô el experimento 3 con una variante. Se realize tam 
bien con très grupos de 10 larvas en estado 19: grupo 1 (agua 
desclorada), grupo 2 (ClNa 10 en agua desclorada) y grupo 
3 (oxamato sôdico 10 en agua desclorada). los grupos 1 y 
2  mostraron respuesta muscular durante todo el experimento.
En el grupo 3, al cabo de 150 minutes, el 50% de los embrio- 
nes (cinco embriones) habîa dejado de mostrar respuesta mus­
cular. En ese memento (150 minutes desde el comienzo de la _ 
experiencia), el grupo 3 se dividiô en dos subgrupos: los _ 
cinco embriones que aûn mostraban respuesta se pasaron a agua 
desclorada (grupo 3a) y los otros cinco embriones que ya no 
mostraban respuesta (grupo 3b) se pasaron tambiên a otra pla 
ca de Pétri con agua desclorada. El paso a las plaças de Pétri 
con agua desclorada £ue seguido de 5 lavados (1 cada dos mi­
nutes) con ese mismo tipo de agua. Los embriones del grupo 3a 
siguieron mostrando respuesta muscular y continuaron su desa- 
rrollo al mismo ritmo que los de.los grupos 1 y 2. Los del gru 
po 3b sin embargo, no recuperaron la respuesta muscular y su- 
frieron disgregaciôn.celular posteriormente.
Experimento 5
En este quinte y ultime experimento se dispusieron 50 embrio­
nes en cinco grupos con 1 0  embriones cada une: grupo 1  (agua
-245-
desclorada), grupo 2 (Cl Na 2x10 ^M), grupo 3 (oxamato sôdi­
co 10 ^M), grupo 4 (oxamato sodio 10 + piruvato 10 ^M), _
- 3 - 3grupo 5 (oxamato sôdico 10 M + piruvato 10 M ) . A1 cabo de
doce boras los dos primeros grupos seguian mostrando respue^
ta muscular, mientras que esta respuesta habîa desaparecido
en los grupos 3 y 4 que mostraban ya disgregaciôn celular,.
El grupo 5, sin embargo, segula mostrando respuesta muscular
al cabo de las doce boras y siguiô su desarrollo con normali
dad junto con los gruoos 1  y 2 durante todo el desarrollo em
brionario y larvario.
—246—
VII LOCALIZACION HISTOQUIMICA DE LA LDH EN EL DESARROLLO EMBRIO 
NARIO.
El estudio de la localizaciôn histoquîmica de la LDH se real^ 
zô como se describe en la secciôn métodos 11-5. Tal y como se 
realiza la reacciôn, la LDH se identifica por el color azul- 
violâceo que corresponde al precipitado insoluble del forma- 
zân. Se estudiaron los estados de môrula y gâstrula. En el e^ 
tado 6  (morula), se incubaron 5 embriones en revelador sin 
lactato (contrôles) y 1 0  embriones en revelador con lactato. 
En la fotografîa 11 aparece a la derecha una morula control 
y a la izquierda una môrula experimental. Las môrulas con-- 
trol, después de ser incubadas en ausencia de substrato no 
experimentan ninguna variaciôn respecto a las tratadas con _  
fijador. Las môrulas incubadas con lactato presentan un tono
azul violâceo (indicador de la LDH) con respecto a las con-
I
troles. Este tono azulado se hace mas patente en las células 
del polo vegetativo,ya que en el polo animal la cantidad 
mucho mayor de pigmente enmascara la reacciôn. Para évitai
I
este enmascaramientOi se estudiaron al microscopio ôptico^ _ 
certes seriados de los embriones incubados. Aparece una té­
nue reacciôn distribuîda por toda la superficie celular en 
las môrulas incubadas en presencia de lactato. Sin embargo, 
ademâs de esta ligera distribuciôn uniforme, la LDH se loca 
liza de una forma extremadamente intensa y sistemâtica aire 
dedor de los nûcleos celulaies (fotos 12 y 14). Las môrulas
- 247-
Fotografîa 11.- Môrulas experimental (izda) y control 
(dcha). Localizaciôn LDH. M.O. x 45.
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m  ^
Fotografîas 12 (t ) y 13 ( 4).-  Cortes al M.O. x 200. 








Fotografîas 14 (4 ) y 15 ( i). M.O. x 1.000. Localiza­
ciôn de la LDH. Môrula. 1 4 =  control; 15 = experimen-- 
tal.
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control no mostiraron, sin embargo, ninguna actividad LDH 
(fotogr. 13 y 15j) . Esta LDH que, aparece alrededor del nûcleo 
se présenta en ttodas las células, tanto en las del polo ani­
mal como en las del polo vegetative.
Para el estado die gâstrula se utilizaron 10 embriones con-- 
trol que se incuibaron en ausencia de lactato y 2 0  embriones 
incubados en rev/elador con lactato. Los embriones incubados 
en presencia de lactato presentaron un oscurecimiento exter 
no general debidle a la precipitaciôn del formazân. El prec^ 
pitado se hace pjatente en la zona del botôn vitelino, por _ 
ser este menos p)igmentado (fotogr. 16), pero aparece siempre 
con especial int:ensidad en la zona del labio dorsal del bias 
toporo. El estudlio al microscopio optico confirma esta ob- 
servaciôn, ya quie la LDH se localiza preferentemente en el_ 
ectoblasto y coni especial intensidad en el labio dorsal del 
blastoporo (foto)gr. 17) . Aparece también, aunque con inten­
sidad rauchô mehôit, cen^el labibr.vehtralrdel blastoporo y mjay 
ténuemente en lai zona del botôn vitelino. La LDH aparece 
también en este estado distribuîda ténue y uniformemente por 
todo el citoplasima. Las gâstrulas control (fotogr. 18) no _ 
mostraron activi dad LDH.
— 251—
d
Fotografîa 16.- Gastrulaciôn. M.0.x40. Localiza 





Fotografîas 17 ( f ) y 18 ( 4 ) .  M.O. x 200: Gastrula 





La existencia de polimorfismos bioquimicos en las isoenzimas 
LDH de los anfibios ha sido referida en varias especies. En gen£ 
ral, se ha observado una variabilidad mucho mayor en las subuni- 
dades H que en las M, sugiriendose que el locus Ld-H serla mâs 
sensible a las variaciones ambientales y estarîa sufriendo una 
seleccion mâs acusada relacionada con una mayor diversidad (Salthe 
y Nevo,1969). La variaciôn se corrresponde también con los grupos 
filogenéticos, de forma que los rânidos presentan variaciones en 
las subunidades H pero no en las subunidades M de la enzima. En 
los anuros sôlo se ban referido hasta la actualidad cuatro casos 
de variaciones en las subunidades M, en los géneros Hyla, Bombina 
(Szymura y Swies,1979) y Xenopus (Lyra et al.,1976)
En muchos casos se ban propuesto variaciones en las subunida­
des para explicar los polimorfismos, pero esto se ha heho sôlo a 
partir de las movilidades electroforéticas observadas, por lo que 
las interpretaciones no pasan de ser hipôtesis. De hecho, algunos 
autores ban propuesto explicaciones a algunos polimorfismos, bis^ 
das en modificaciones epigenéticas (Yamamura et al.,1979). Sôlo 
en algunos casos se ban realizado cruzamientos entre los distin- 
tos fenotipos. En estos casos, como ocurre en Bombina y Rana _ 
(Wright y Moyer,1968), si se ha podido comprobar que el polimor- 
fismo estaba originado por variantes alélicas, normalmente con 
herencia intermedia, que segregan en un mismo locus. Esto muestra 
la importancia de realizar estudios genêticos para aclarar el or^ 
gen de los polimorfismos. Normalmente se acepta como explicaciôn
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mâs lôgica y sencilla que los alelos responsables son los que 
codifican para las subunidades que muestran la variaciôn. Hace _ 
tiempo se propuso sin embargo, una explicaciôn alternativa, supo 
niendo que varies sistemas isoenzimâticos estarîan unidos a pro- 
teînas transportadoras y asî la variabilidad polimôrfica podrîa 
deberse a diverses alelos que codifican para el transportador 
(Agrell y Kjellberg,1965). Esta suposiciôn estaba basada, sin em 
barge, en resultados parciales y no ha recibido confirmaciones 
posteriores.
Los patrones electroforéticos obtenidos por nosotros para las 
isoenzimas LDH de Discoglossus pictus han mostrado la presencia _ 
de très fenotipos LDH que difieren en la movilidad de sus isoenzi^ 
mas hacia el ânodo, por lo que son denominables como LDH-râpido, 
LDH-intermedio y LDH-lento. El patrôn LDH es una caracterîstica _
de cada individuo que se mantiene constante en todos los ôrganps
I
y tejidos tanto de la larva como del adulte. El estudio cuantita-
I
tivo de la movilidad relativa de las cinco isoenzimas, nos ha %|er 
mitido comprobar la existencia de una correlaciôn directa y signi^ 
ficativa entre el numéro de subunidades M de que estâ compuesto 
cada tetrâmero y su movilidad. Asî, la movilidad de todas las _ 
isoenzimas, excepte la LDH-1, difiere significativamente entre _ 
los très tipos y esta diferencia de movilidad aumenta desde la _
LDH-2 a la LDH-5. Como resultado, las isoenzimas del fenotipo in-
/■
termedio se colocan en posiciones. intermedias respecto a las equi^ 
valentes de los fenotipos râpido- y lento. Ademâs, la LDH-5 inter­
media, présenta una banda mâs ancha que las correspondientes LDH-5
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râpida y LDH-5 lenta. Todas estas consideraciones nos llevaron a 
formular la hipôtesis de que el polimorfismo se deberîa a la exi^ 
tencia de dos tipos de subunidad M (una râpida y otra lenta), que 
estarîan codificadas por dos alelos situados en el locus Ld-M y 
que presentarian dominancia intermedia como consecuencia de la 
asociaciôn de los très tipos de monomeros (H,M y M*), para for- 
mar los polîmeros. La ausencia de bandas suplementarias se debe^ 
rîa a la dificultad de resoluciôn de diferencias de movilidad 
pequenas entre la subunidad M y  la M'. Los resultados obtenidos 
en los seis cruzamientos posibles realizados entre los très feno­
tipos son coincidentes con la hipôtesis planteada al no observar- 
se en ningûn caso diferencias significativas entre los datos ob- 
servados en la descendencia y los esperados segûn un modelo men- 




La presencia de este polimorfismo, que parece deberse a las 
subunidades M en Discoglossus pictus, parece coincidente con dos 
de los pocos casos de variaciôn en esta subunidad en los anuros, 
el de los géneros Bombina y Xenopus, ya que los très géneros per 
tenecen al suborden de los opistocélidos.
El tipo de movilidad electroforética LDH propio del embriôn 
no aparece sin embargo, en ninguno de los cruzamientos,hasta el
i
final del desarrollo embrionarioDurante los primeros estados em 
brionarios (segmentaciôn, gastrulaciôn y neurulaciôn) el fenotipo
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LDH del embriôn corresponde siempre al fenotipo materno. A partir 
del estado 27 (branquias externas, movilidad bucal y nataciôn li­
bre) comienza a visualizarse a nivel fenotipico el genotipo embrio 
nario, el cual alcanza su aspecto definitive en el estado 30, ju£ 
to antes del inicio de la toma de alimente del medio externe. Es­
tos resultados son probablemente consecuencia de la gran acumulaciôn 
de material de réserva que tiene lugar durante la oogenesis de los 
anfibios. Este fenômeno ha sido estudiado en la LDH de los anfibios 
ûnicamente por Wright y Moyer (1968), quienes observaron un momen 
to de expresiôn muy similar en Rana, ya que se inicia con el co-- 
mienzo de la circulaciôn sanguînea (estado 2 1 ) y se establece por 
complete también coincidiendo con el inicio de la alimentaciôn. 
Wright (1975) ha podido comprobar también, mediante tratamiento _ 
con actinomicina-D y puromicina, que esta expresiôn tardîa estâ _ 
mediada por la existencia de transcripciôn y traducciôn.
El estudio realizado en nuestro laboratorio sobre las frecuen 
cias de los très fenotipos LDH en dos zonas de captura, ha mostra 
do una distribuciôn muy diferente. En la zona mâs contaminada y 
que présenta mener tensiôn de oxîgeno en sus aguas, predominan los 
fenotipos râpido e intermedio, mientras que en la otra zona estu- 
diada, abundan los fenotipos LDH intermedio y lento. Esto parece 
sugerir una relaciôn entre el medio y las frecuencias fenotîpicas, 
si la presencia de un tipo u otro de subunidad determinara una ca 
pacidad de adaptaciôn diferencial a la hipoxia. El estudio reali­
zado por nosotros con referencia a la aparente para el piruva­
to, de la LDH 5 de los adultos râpidos y lentos y a la actividad
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relativa de las cinco isoenzimas en los tres fenotipos en el esta 
do VII, no ha podido detectar ninguna diferencia significativa en 
ninguno de los casos. De esta forma, parece que el tipo de movill 
dad no afecta a la afinidad de las isoenzimas por el piruvato ni 
a sus niveles de actividad en la larva. Esto hace pensar que, tra 
tandose de dos poblaciones de tamano relativamente pequeno, y ai_s 
ladas, las diferencias en las frecuencias genicas para los alelos 
Ld-M y Ld-M' observadas en las dos zonas podrîan deberse a fenôme^ 
nos estocasticos como el efecto de fundadores o la dériva genéti- 
ca. Por otra parte, la comprobacion que hemos realizado de que _ 
las frecuencias genotipicas,aunque diferentes, se encuentran en 
equilibrio Hardy-Weinberg en ambas zonas, es compatible con la pre 
sencia de apareamiento aleatorio entre los distintos fenotipos y 
la ausencia de migraciôn, mutaciôn o seleccion sobre este polimor^ 
fismo . Tampoco hemos detectado diferencias de viabilidad en los 
embriones y larvas de los distintos fenotipos obtenidos en los 
cruzamientos realizados, ni diferencias en la distribuciôn de Idi- 
chos fenotipos en los dos sexos en los animales adultos captur^-- 
dos.
Segûn los datos bibliogfaficos disponibles sôlo tenemos refe­
rencia de un caso mâs en el que se haya estudiado el significado 
fisiolôgico y la distribuciôn geogrâfica de un polimorfismo LDH 
en los anfibios. Asî, los tres tipos LDH de Bombina, originados _ 
por la presencia de dos tipos de subunidades M, presentan distri- 
buciones muy diferentes en siete. poblaciones europeas situadas en 
zonas geogrâficas distintas, pero todas ellas muestran estar en
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equilibrio Hardy-Weinberg. Las dos ûnicas poblaciones que mostra­
ban frecuencias mas altas del alelo menos frecuente, eran zonas 
muy diferentes desde el punto de vista ambiental. Los autores in­
terpretan las diferencias de frecuencias en las distintas zonas 
como debidas a efectos de dériva o de fundadores.
En algunas especies de peces se ha encontrado sin embargo, un 
papel fisiolôgico para polimorfismos de la LDH. Asî, en Pimephales 
promelas el fenotipo M'M’ présenta una por el piruvato a 25 y 
30*C mayor que la de los otros dos fenotipos y su frecuencia pasa 
de ser abondante a ser casi nula en varias poblaciones naturales 
conforme la temeperatura media durante la parte mâs calurosa del 
ano en esas poblaciones pasa de 24 a 27°C (Merritt,1972). En Sal- 
mo gairdneri se ha encontrado también una resistencia a la hipo-- 
xia diferente en los fenotipos H^ H^ , y H^ H^ (Klar et al.,
1979). Estudios actualmente en curso en nuestro laboratorio pare-
I
cen mostrar sin embargo, una resistencia a la hipoxia similar 'en 
las larvas de Discoglossus pictus de los tres fenotipos. Estos da 
tos, junto con los referentes a las frecuencias fenotîpicas observa 
das, la actividad relativa de las isoenzimas y sus valores de 
para el piruvato, parecen apuntar mâs bien hacia un papel neutral 
de este polimorfismo LDH.
Uno de los problemas mâs importantes concernientes a la evo- 
luciôn es la determinaciôn de la cantidad real de variaciôn gen^ 
tica que presentan las poblacioiles. Segûn el punto de vista "clâ- 
sico”, la mayorîa de los alelos de cualquier especie serîan homo-
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cigotos y el nivel de polimorfismo serra bajo. Sin embargo, la 
introduciôn de las técnicas electroforéticas en biologîa ha demo^ 
trado que la variabilidad a nivel molecular es grande y que el p£ 
limorfismo serra la régla en lugar de la excepciôn (Lewontin y 
Hubby,1966; Harris,1966;Selander,1976 ; Lucotte,1977). El polimor­
fismo a nivel de genoma serra aûn mucho mayor, ya que las técnicas 
electroforéticas sôlo detectarran las mutaciones del DNA que se 
transcribe y de estas, las que producen cambios de carga neta en 
las proteînas (22% aprox.), con lo que en conjunto los anâlisis 
electroforéticos sôlo podrîan detectar aproximadamente un 0,1% _ 
de la variaciôn total (Powell,1975).
La alta variaciôn observada en las proteînas ha mostrado que 
es mayor en las enzimas con baja especificidad de substrato, y en 
las de especificidad alta es mayor en las reguladoras (Johnson
1974). También aumenta el grado de polimorfismo, al disminuir el
1
tamano corporal y la movilidad de la especie considerada (Levions, 
1968), y al aumentar el tamano de la proteîna en cuestiôn (Koenn 
y Eanes,1979). Sin embargo, la discusiôn mâs encarnizada respecto 
al polimorfismo bioquîmico se refiere hoy en dîa a la existencia 
0  no de significado fisiolôgico para la mayorîa de la variaciôn 
observada, concretândose la discusiôn entre un papel "neutralis- 
ta" y un papel "seleccionista" de esta variaciôn.
i
La teorîa neutralista fue introducida por varios autores, es_ 
pecialmente por Kimura y Ohta (1971) y mantiene hoy en dîa que 
la mayorîa de las variantes electroforéticas de las poblaciones
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son proteînas casi équivalentes desde el punto de vista funcional 
y  su mantenimiento se explica por fenomenos como la presion de mu 
tacion, el ligamiento con genes que sufren seleccion o la dériva 
genetica. Los defensores de la teorîa alternativa o seleccionis­
ta, suponen diferentes valores adaptatives para las distintas va 
riantes proteicas. Los polimorfismos se mantendrîan segûn estos 
autores debido a la existencia de heterosis (Berger,1976), a la 
seleccion dependiente de la frecuencia (Kojima,1971), a fluctua- 
ciones ambientales a lo largo del tiempo o el espacio (Robertson 
y Reeve,1952; Gillespie y Langley,1974), a condiciones del ambien 
te genetico (Ayala y Anderson,1973) o a la existencia de aditivi- 
dad de los electromorfos con respecto a la actividad enzimâtica 
(Latter,1975). En cualquier caso, el estado actual del conocimien 
to en este campo, no permite definirse por ninguna de estas teo-- 
rîas como la ûnica valida. De hecho en casi todos los casos las 
explicaciones neutralistas de los hechos observados pueden ser
I
también explicadas desde un punto de vista seleccionista y vice- 
versa.
Recientemente, se ha propuesto un modelo en el que al princi­
ple de la diferenciacion de dos alelos estos serîan neutres debi­
do a la homeostasis, pero conforme avanzase su divergencia la se­
leccion comenzarla a actuar, pudiendo llegarse al final a la eli- 
minacion o a la fijacion de las distintas variantes (Bargiello y 
Grossfield,1979). Nuestro caso del polimorfismo LDH en Discoglo- 
ssus pictus puede aportar muy pdco a esta discusiôn general, ya 
que se trata de un sôlo locus, estudiado en una sôla especie y
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los paramétrés medidos en las distintas variantes son también li^  
mitados. Sin embargo, creemos que este caso. concrete refleja la 
importancia tanto de la teorîa neutralista como de la seleccionis 
ta. Parece probado que los dos genes basicos de la LDH, Ld-H y 
Ld-M, tieneri un origen comun. Su divergencia a lo largo de los 
millones de anos de la evolucion organica ha llevado a la dife­
renciacion funcional, que parece hoy probada, de lo que en su 
dîa fueron tal vez variantes mâs o menos équivalentes. De hecho 
lia revision de la evolucion de estos genes por Markert (1975) pa 
rece apoyar esta divergencia progresiva. No serîa pues extrano,  ^
el encontrar un carâcter neutre a polimorfismos como el observa­
do por nosotros, que al estar confinados a nivel de especie son 
mucho mâs recientes en la escala del tiempo.
El estudio realizado sobre la aparente en Discoglossus pic
tus, no ha mostrado variaciones al comparar los fenotipos râpido
1
y lento de LDH-5. Este resultado concuerda con las observaciones 
realizadas en las subunidades H de los rânidos, que presentan una 
variabilidad electroforética e inmunolôgica grande que no estâ
I
acompanada por variaciones signifientivas en la (Levy y Salthe 
1971). Esto sugiere que las diferencias en la estructura primaria 
de las variantes polimôrficas no afectan a la afinidad de la en­
zima por el substrato quizâs por no modificar substancialmente el 
centre active o por no alterar la afinidad por la estructura par 
ticulada celular.
Las Kj^  aparentes para el piruvato de la LDH-5 (de ambos tipos)
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y de la LDH-1, si mostraron diferencias calificables de significa 
tivas variando desde 0,31-0,32 mM (piruvato) hasta 0,15 mM (piru­
vato) respectivamente. Esta diferencia de afinidad por el substra 
to (piruvato) entre la LDH-5 y la LDH-1 concuerda con los datos 
de otras especies. Se han obtenido diferencias de este orden de _ 
magnitud en la mayorîa de las especies estudiadas. Asî, la (p^
ruvato) del corazôn de hamster es 0,13 mM y en el mûsculo esquel£
tico de esta misma especie es 0,38 mM (Walden y Schiller,1980).
En Rana pipiens se ha obtenido también un valor de 0,15 mM para la 
LDH-1 y de 0,27 mM para la LDH-5 (Levy y Salthe,1974).
Para que la "teorîa aerobia-anaerobia" pueda tener aplicabili^ 
dad in vivo, es precise ademâs que exista un range de concentra-- 
ciôn de substrato en el cual la LDH-1 esté siendo ya inhibida mien 
tras que la LDH-5 présente su actividad mâxima o ésta vaya es as -
censo. Los datos obtenidos por los autores arriba citados, sifûan
I
este margen entre 0,6 mM y 1,0 mM para Rana pipiens. Nuestros da­
tes muestran un margen similar con una acotaciôn superior mâs al­
ta en Discoglossus pictus, entre 0,68 mM y 2,72 mM (piruvato). E^
I
to supone un ancho margen en el que la LDH-1 estarîa inhibida pe­
ro no lo estarîa la LDH-5 . Faltarîa saber si las concentraciones 
tisulares que se dan in vivo caen dentro de este margen, para que 
la teorîa tuviese significado fisiolôgico. Los estudios realiza-- 
dos parecen confirmar este punto ya que el mûsculo activo de Rana 
alcanza una concentraciôn superior a 0,7 mM piruvato en condicio­
nes de normoxia a 20°C (Sacks et al.,1954) y en condiciones de 
hipoxia o actividad forzada se pueden alcanzar concentraciones su
—264—
periores. Se han extrapolado también los valores del margen de in 
hibiciôn de la LDH-1 y la LDH-5 antes citado para una temperatura 
de 10°C. En estas condiciones, se ha comprobado en Rana palustris 
que el efecto directo de la temperatura y el aumento de pH (medi^ 
do por el descenso de temperatura) sobre la K^, son opuestos y de 
igual intensidad en las dos isoenzimas. De esta forma, las rela-- 
ciones relativas de inhibicion de la LDH-1 y la LDH-5 con respec­
to al substrato se mantienen y el margen de inhibicion alcanzado 
coincide con el nivel de piruvato observado in vivo (Salthe,197 5). 
Asî, tanto en condiciones semi-câlidas (20-25°C), como frîas (10°C), 
los resultados obtenidos en Discoglossus y en Rana serîan compa­
tibles con la "teorîa aerobia-anaerobia" del papel fisiolôgico de 
las isoenzimas LDH. Por otra parte, los resultados parecen ser corn 
parables en las distintas especies, ya que se han obtenido valo-- 
res de substrato (piruvato) ôptimo entre 1,2 y 1,4 mM en larvas __ 
de especies como Xenopus laevis, Triturus alpestris y Ambystoma _ 
mexicanum, mientras que nosotros hemos obtenido un valor de l,i36 mM 
piruvato para las larvas de Discoglossus pictus.
La relaciôn entre el consume de oxîgeno y la tensiôn de oxig£
no ambiente en las larvas activas de Discoglossus pictus ha permi^ 
tido observar un comportamiento regulador a tensiones mayores a 
los 35 mm Hg de O 2 . Los pocos estudios realizados en otras espe-- 
cies de anfibios durante la vida larvaria son coincidentes en es­
te punto, citando tensiones de oxîgeno crîticas para el paso de 
la etapa reguladora a la conformista, de 35 a 38 mm Hg de O 2
(Helff y Stubblefield,1931 ; Bond,1960 ; Boell,1963). El comporta--
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miento regulador se ha atribuîdo a un aumento de la ventilacion 
branquial (Boell,1963; Weigmann y Altig,1975) y en nuestro caso 
esto es aûn mâs probable ya que se ha eliminado la posibilidad 
de toma de aire de la fase gaseosa, comportamiento que estâ au-
mentado en hipoxia (Branch y Taylor,1977). Entre los 347 mm Hg O 2
y los 150 mm Hg O 2  no se observaron cambios de consume de oxîge^ 
no excepte en la medida por larva, efecto que puede deberse al 
tamano mayor de los animales del primer grupo, ya que no hubo 
cambios de consume de oxîgeno por unidad de peso. Entre 150 mm Hg 
O 2 y 119 mm Hg de O 2  ambiente, hubo un descenso significative y 
a partir de esta tension de O 2  y hacia abajo, comenzo la fase re­
guladora. Este efecto, la existencia de una etapa conformista an­
terior a la reguladora, se ha observado en otras especies (Lau-- 
rent,1975; Wares e Ingram,1979) y podrîa significar una ausencia 
de respuesta compensadora mientras que la tension de oxîgeno no 
alcance un valor lo suficientemente bajo. Ademâs, el valor de ten
sion de oxîgeno en el que se inicia la regulaciôn, 119 mm Hg, 'pa­
rece corresponder a las condiciones de hipoxia moderada en las
que frecuentemente se encuentran las larvas de Discoglossus pibtus
!
en condiciones naturales, por lo que es de esperar un inicio de 
regulaciôn sôlo por debajo de esta normoxia relativa.
Los mismos grupos de larvas utilizados para medir el consume 
de oxîgeno en condiciones de actividad espontânea, mostraron una 
desapariciôn de la respuesta reguladora al ser anestesiados con 
M S-222. En estas condiciones el consume de oxîgeno y la tensiôn 
de oxîgeno ambiente mostraron una proporcionalidad lîneal directa.
—266—
Esto apoya la suposiciôn de que la regulaciôn estâ basada en una 
respuesta hiperventilatoria mediada por el sistema nervioso, el 
cual se encontrarîa deprimido durante la anestesia. Ademâs, el 
M S-222 es un anestésico soluble en los lîpidos que pasa al torren 
te circulatorio, equilibrândose con muchos tejidos y especialmen 
te con el fluîdo cerebro-espinal (Stenger y Maren,1974). Provoca 
inactivaciôn de los quimiorreceptores para el oxîgeno y también 
puede afectar la respuesta ventilatoria por inactivaciôn neuromu£ 
cular en los mûsculos motores de la ventilaciôn. Segûn un trabajo 
reciente, impedirîa la respuesta ventilatoria en los peces inhi-- 
biendo la sensibilidad de los receptores para el oxîgeno, especiad 
mente los periféricos (Daxboeck y Holeton,1980).
La tasa de descenso del consume de oxîgeno es aproximadamente 
constante en los animales anestesiados entre 249 y 63 mm Hg O 2  am 
biente, pero entre este ûltimo valor y 41 mm Hg O 2 el descenso es 
menos acusado, resultando no significative. Quizâs el estîmulo de 
tensiones de oxîgeno muy bajas podrîan estar produciendo un inicio 
de regulaciôn, ya que se ha observado que el efecto inhibidor de 
esa regulaciôn debido al M S-222, es dependiente de la dosis em- 
pleada (Daxboeck y Holeton,1980) y nosotros hemos empleado dosis
y:-:
mînimas. No se puede descartar, sin embargo, la posibilidad de que 
la ausencia de diferencias significativas en este caso se deba a 
la existencia de desviaciones altas respecto a los valores medios, 
combinadas con un margen estrecho de tensiôn de oxîgeno en la corn 
paraciôn de valores pequenos de consume. Es también muy interesan 
te resaltar la coincidencia del valor de consume de oxîgeno en _
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las larvas activas medidas a 35 mm Hg 0^ y en larvas anestesiadas 
medidas a 146 mm Hg O 2 . Esto significa que en las condiciones de 
hipoxia extrema utilizadas por nosotros en los experimentos de 
aclimataciôn, la tasa de consume de oxîgeno corresponde aproxima­
damente a un nivel basai en ausencia de actividad. Esto concuerda 
también con la imposibilidad de reducir aûn mâs esa tasa basai, 
hecho que se observa al producirse la muerte en larvas no aneste­
siadas, por debajo de 29 mm Hg de oxîgeno ambiente.
Por otra parte, el consume de oxîgeno en larvas activas medj^ 
do a tensiones de oxîgeno ambientales a las que los animales ha- 
bîan sido aclimatados durante catorce dîas, produjo resultados _ 
similares a los obtenidos en larvas no aclimatadas. No hubo dife 
rencias de consume de oxîgeno entre los grupos de normoxia e hi- 
peroxia perO sî entre estos dos grupos y el de hipoxia extrema.
La relaciôn del consume en normoxia con respecto al de hipoxia
l
extrema^ fué' sin embargo mayor en los animales aclimatados que' en 
los no aclimatados, alcanzândose un valor de 6  a 6,3 en el primer 
caso y de 4,6 a 4,7 en el segundo. Esto sugiere que durante la
I
aclimataciôn se producen cambios a otros niveles fisiolôgicos, 
que permiten disminuir el consume de oxîgeno (y por tanto la hi- 
perventilaciôn hipôxica), sin provocar la muerte del animal. Es­
tâ de acuerdo con esto el hecho de que aûn con una hiperventila- 
ciôn supuestamente mayor, el animal no aclimatado no vive mâs de 
24 horas el ser transferido bruscamente desde un ambiente normô- 
xico a uno de hipoxia extrema. De hecho, la aclimataciôn a la hi^  
poxia extrema la hemos realizado siempre precedida de un perîodo
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de preaclimatacion a la tensiôn de oxîgeno progrèsivamente decre- 
ciente. Este perîodo de preaclimataciôn previa pone probablemente 
en marcha otros mecanismos fisiolôgicos o bioquîiriicos que permi-- 
ten la supervivencia a un nivel de consume de oxîgeno mâs bajo 
que el que se observa en un stress hipôxico. Quizâs se deba esto, 
al menos en parte, al coste energético alto de una hiperventila-- 
ciôn elevada, la cual tendrîa un papel importante sôlo en perîo-- 
dos certes de hipoxia aguda. En cualquier caso, estas considera-- 
ciones estân limitadas por el hecho de basarse en medidas efectua 
das en estados del desarrollo diferentes aunque cercanos. En otro 
orden de cosas conviene resaltar que el consume de oxîgeno refer^ 
do al peso del animal proporciona datos con un coeficiente de va­
riaciôn mener y en el caso de las larvas anestesiadas una regre-- 
siôn mejor entre el consume de oxîgeno y la tensiôn de oxîgeno am 
biente. Esto es lo que cabrîa esperar,ya que la masa corporal al­
tera el consume de oxîgeno de cada individuo. i
1
I
La aclimataciôn de las larvas de Discoglossus pictus durante 
15 dîas a condiciones de hipoxia extrema (37,3 mm Hg Ou), hipoxia
f
moderada (89,5 mm Hg O 2 ), normoxia (149,1 mm Hg O 2 ) e hiperoxia 
(710 mm Hg O 2 ) produjo cambios en paramétrés comportamentales, mo£ 
folôgicos, ultraestructurales y bioquîmicos, en algunos de los 
grupos.
/
El estudio al microscopio electrônico de la musculatura estria 
da de las larvas en el estado XIV mostrô en el grupo aclimatado 
a hiperoxia alteraciones muy acusadas en el aparato mitocondrial.
^69-
La matrîz interna aparece muy vacuolizada, con perdida de densi- 
dad a I d s  electrones, debido a la degeneracion de las crestas, __ 
Tambien hay roturas aunque menos acusadas, en la membrana exter­
na mitocondrial y a veces se observa un aumento del tamano de e^ 
tos organulos, especialmente en los que presentan un grado mâs 
avanzado de degeneracion. La vacuolizacion de las mitocondrias ha 
sido observada tambien, en las celulas alveolares del pulmon de 
mamîferos expuestos a oxîgeno pure (Schulz,1958). Parecen exis- 
tir tambien danos aunque no tan acusados, en las membranas del 
retîculo endoplasmico. Este hecho es coïncidente con uno de los 
efectos mas conocidos de la exposicion de las celulas a tensio-- 
nes de oxîgeno altas, la peroxidaciôn de los fosfolipidos, que _ 
producen danos en las membranas (Tappel,1973 ; Frank y Massaro, 
1980). Sin embargo, si esta degradacion de las membranas se debie^ 
se a la peroxidaciôn de los fosfolipidos de las mismas, cabria _
preguntarse porque afectarla con mas intensidad a la membrana mj^
i
tocondrial interna, menos intensamente a la membrana mitocondrial 
externa y a la del retîculo y dejase inalterada morfologicamenjte 
a la membrana plasmatica. Pensamos que esta diferencia de sensi- 
bilidad a la hiperoxia podrîa deberse a diferencias en la relacion 
fosfolîpidos/colesterol en las distintas membranas celulares. Se 
supone desde hace tiempo que el papel del colesterol consistirîa 
en formar complejos con las cadenas hidrocarbonados no polares 
de los fosfolipidos, produciendo asl una estabilizacion de los 11
i
pidos en la membrana (Vandenheuvel,1963; Diaz-Flores et al.,1974). 
Las distintas membranas antes citadas presentan distintos valores 
de la relacion fosfolîpidos/colesterol, que es en la mayorîa de __
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las especies estudiadas aproximadamente de 2 a 3 para la membrana 
plasmatica, de 4 a 15 para el retîculo endoplasmico, de 15 a 20 
para la membrana mitocondrial externa y 53 para la membrana mitd- 
condrial interna (Wolfe,1972; Maillet,1975 ; Avers,1976). Asl, las 
membranas celulares con menor proporcion de colesterol respecto al 
total de fosfolipidos, al ser menos estables, serlan mas sensibles 
a la peroxidaciôn de los fosfolipidos que se produce en condicio- 
nes de hiperoxia, con lo que se explicarîan los resultados obser- 
vados.
La aclimatacion a hipoxia extrema no produjo la tumefacciôn o 
turgescencia mitocondrial que es una respuesta caracteristica de- 
bida a la falta de oxlgeno (Dlaz-Flores et al.,1974; Maillet,197 5) 
Se ha mostrado sin embargo, que esta alteraciôn mitocondrial sôlo 
se produce cuando la tensiôn de oxîgeno tisular es muy baja. Asl, 
no se han obtenido alteraciones mitocondriales al cultiver fibro-
I
blastos y células epiteliàles humanas en 23 mm Hg O 2 , y en el mÛ£ 
culo de rata es preciso descender a 7 mm Hg de 0^ para obtener la 
bilidad mitocondrial (Schroeder,1975 ; Wenz et al.,1975). Es prc ba 
ble que la hipoxia extrema aplicada por nosotros no sea lo sufi-- 
cientemente aguda como para producir estas alteraciones mitocon-- 
driales debido a su valor en el ambiente, 37,3 mm Hg O 2 , y a que 
e l ‘musculo caudal es un tejido muy capilarizado en las larvas de 
anfibios y en contacte muy estrecho con el medio acuoso del cual 
puede obtener oxîgeno directamente por difusiôn gracias a la per- 
meabilidad de la piel. Por otra parte, una de las respuestas com- 
portamentales que observâmes en el grupo de hipoxia extrema, el
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descenso marcado de actividad espontanea en el musculo produce un
 ^ \
gasto energético menor, con menor demanda de ATP. Esta necesidad 
disminuîda de ATP no supone asl probablemente la exigencia de un 
metabolismo aerobio por encima de las disponibialidades de oxlge^ 
no del tejido, lo cual explicarîa tambien la estabilidad de las 
mitocondrias. SI hubo sin embargo, en este grupo de animales,una 
hidropesia del retîculo endoplasmico asl como del espacio perinu 
clear que esta relacionado con el. Esta situacion ha sido descri 
ta como un cuadro tlpico en situaciones de alteraciôn del equil^ 
brio hldrico intracelular, de forma que el agua penetrarla en _ 
los espacios intermembranosos del retlculo y la membrana nuclear 
(Dlaz-Flores et al.,1974). Se ha sugerido que estas alteraciones 
del equilibrio hldrico en hipoxia se deberlan a un descenso del 
pH intracelular (Farrell, 1972), situaciôn que podrla producirse 
en nuestro caso debido a una elevaciôn de los niveles de lactato 
en el grupo de hipoxia extrema como consecuencia de un metaboIi£ 
mo anaerobio acentuado en el organisme. *
Ademas de observarse un descenso de la actividad espontanea 
antes descrita, las larvas del grupo de hipoxia extrema mostraron 
un aumento de la toma de aire y pasaban la mayor parte del tiem­
po en la capa superior de agua, que en condiciones naturales es 
la que présenta mayor contenido de oxlgeno. Este comportamiento 
es coïncidente con el observado por otros autores en condiciones 
de hipoxia en anfibios (Branch y Taylor,1977) y peces (Tramer, 
1977; Gee et al.,1978) y no se presento en los demas grupos de 
aclimataciôn. El grupo aclimatado a la hiperoxia mostrô, sin em­
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bargo un incremento marcado de la ingestion de alimente,el cual \ 
se suministrô siempre en exceso. Esta es probablemente la causa 
del tamano y peso significativamente mayor de las larvas del gru 
po hiperoxico con relaciôn a los otros très grupos, los cuales 
no presentaron diferencias significativas en el tamano ni dife-- 
rencias observables en la ingestion de alimente. El aumento de 
tamano en el grupo hiperoxico, se produjo en todas las regiones 
del cuerpo medidas y fue aproximadamente de un 15%. Este aumento 
de tamano y peso no estuvo relacionado s in embargo, con altera­
ciones en la morfogénesis, ya que todos los grupos se encontra- 
ban en el mismo estado del desarrollo al final de todos los pe- 
riodos de aclimataciôn a las distintas tensiones de oxîgeno.
Se ha propuesto un papel fisiolôgico diferente para las dos 
isoenzimas bâsicas de la LDH, la LDH-1 (H^) y la LDH-5 (M^), pro- 
posiciôn que se recoje en la llamada "teorîa aerobia-anaerobia". 
Esta teorîa se basa fundamentalmente en las diferencias en la 'di^ 
tribuciôn por tejidos, en la inhibiciôn por substrato y en la if
nidad por la fracciôn particulada celular, en la LDH-1 y la LDH-5.
I
La aplicabilidad de esta teorîa parece ser generalizable en térm^ 
nos evolutivos aunque ha sido criticada fundamentalmente por la 
distribuciôn isoenzimâtica en los eritrocitos y en el hîgado (Fi­
ne et al.,1963) y por la suposiciôn de que la inhibiciôn por sub£ 
trato se producirîà in vitro pero no in vivo (Vesell,1965). Estos 
argumentos contraries a la teorîa, normalmente limitados a casos 
concretos, han sido contestados mâs recientemente por varies au-
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tores (Ogihara,1975 ; Everse y Kaplan,1975 ; Salthe,1975). \
Si el papel diferencial de las isoenzimas LDH-1 y LDH-5 en re^  
lacion con los metabolismos aerobio y anaerobio parece haber sido 
establecido durante la evoluciôn en relaciôn con la especializa- 
ciôn orgânica, no es tân claro su funcionamiento en la aclimata­
ciôn fisiolôgica a las fluctuaciones de tensiôn de oxîgeno ambien 
te. Los datos obtenidps en especies buceadoras o que viven en las 
grandes alturas apoyan la teorîa, pero se tratarîa aquî también 
de adquisiciones evolutivas. Por eso, se han realizado expérimen­
tes de aclimataciôn fisiolôgica, principalmente a situaciones de 
hipoxia, para elucidar si el sistema LDH puede responder de una 
forma adaptativa compatible con la teorîa. La mayorîa de las expe­
riences , realizadas sobre todo en aves y mamîferos, han dado re­
sultados positives, produciéndose normalmente un aumento de subun^ 
dades de tipo M en los tejidos estudiados como respuesta a la hi­
poxia (Penney,1974 ; Chvapil,1976 ; Binette et al.,1977). En aquellos 
casos en los que no se obtuvo respuesta en el patron de isoenzi­
mas LDH (Broniszewska y Wroblewski,1975 ; Shaklee et al.,1977), e^ 
te resultado parece deberse a la aplicaciôn de hipoxias moderadas 
o al tiempo corto de exposicion.
En los anfibios no tenemos datos bibliogrâficos referenttê^si. 
al efecto de la tensiôn de oxîgeno sobre las isoenzimas LDH duran 
te la aclimataciôn, aunque los estudios realizados en varias esp£ 
cies sobre las caracterîsticas cinéticas de las isoenzimas y su 
sensibilidad a la inhibiciôn por substrato en los adultos parecen
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apoyar la "teorîa aerobia-anaerobia" (Salthe,1966,1975). No serîa \ 
de extranar que los anfibios siguiesen un modelo de respuesta a 
este nivel, semejante al de los homeotermos, ya que estos grupos, 
a diferencia de lo que ocurre en invertebrados y algunos peces, 
no presentan vîas anaerobias alternativas a la formaciôn de lacta 
to.
Los experimentos realizados por nosotros en las larvas de Dis - 
coglossus pictus no han mostrado diferencias en la actividad glo­
bal de la LDH después de la aclimataciôn a condiciones de hipoxia 
extrema o hiperoxia con respecto a los contrôles (normoxia). Sôlo 
se detectô un aumento significativo en la actividad total LDH del 
grupo de hiperoxia. Este aumento es perfectamente achacable al ta 
mano significativamente mayor de las larvas de este grupo, ya que 
la actividad especîfica LDH referida a proteînas no présenté va-- 
riaciôn respecto al control. Este resultado es concordante con el 
otro ûnico caso de aclimataciôn a la tensiôn de oxîgeno realizado 
en embriones, en el que se obtuvieron cambios en el patron de isoen 
zimas LDH sin existir variaciones en la actividad total de la en- 
zima. Esto sugiere que los tejidos embrionarios tendrîan una capa 
cidad mayor de regulaciôn, pudiendo variar el grado de expresiôn 
de los genes Ld-H y Ld-M, obteniendo un aumento relativo de subuni^ 
dades M sin necesidad de incrementar la actividad total de la en- 
zima (Lindy y Raja-salmi,1966). No se puede descartar, sin embar­
go, una regulaciôn a otros niveles, como podrîa ser variando la 
tasa de degradaciôn de las isoenzimas, su inactivaciôn selectiva 
0  variando la asociaciôn entre las subunidades. En el caso de los
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mamîferos adultos se suele encontrar sin embargo, un aumento de 
la actividad especîfica LDH simultâneo al aumento de las subuni^
\
dades M ( Penney,1974; Chvapil,1976). En este ultimo caso no se 
puede decir si este aumento en porcentaje se debe a variaciones 
en ambos tipos de isoenzimas (ricas en -subunidades M o subunida 
des H)j o a variaciones en uno sôlo de estos tipos.
La aclimataciôn a la hipoxia moderada no produjo cambios en 
el patrôn de isoenzimas en las subunidades H o M, tanto en el _ 
animal complete como en el hîgado. Sî hubo variaciones sin em-- 
bargo, en el hîgado de las larvas aclimatadas a hipoxia extrema, 
que presentaron un aumento en la LDH-5, en las subunidades M y en 
la relaciôn M/H, mientras que descendîan la LDH-4 y 2. Los grupos 
de hiperoxia y normoxia no presentaron diferencias significati-- 
vas entre sî, aunque los cambios observados parecen ser opuestos a 
los de la hipoxia extrema, ya que baja la LDH-5 y las subunidades 
M y suben la LDH-4,2 y 1. Esto supone globalmente una relaciôn' 
directa, aunque no lineal, entre la tensiôn de oxîgeno de aclina-
taciôn y la relaciôn de subunidades H/M que concuerda plenamente
I
con la teorîa aerobia-anaerobia. El hîgado de las larvas sujetas 
a hipoxia extrema reacciona con un aumento del 39% en la relaciôn 
M/H que resultarîa favorable en estas condiciones segûn la teo-- 
rîa. Este resultado concuerda asî con los datos obtenidos ante-- 
riormente en mamîferos adultos y especialmente con los observa-- 
dos en embriones de aves. Hay que resaltar también que los 
datos obtenidos en hipoxia moderada en el hîgado, aunque no sig- 
nificativos, van en el mismo sentido que los de hipoxia ex------
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trema, es decir, aumenta la LDH-5 y disminuyen las demas isoenz^ 
mas en hipoxia. El bajo nivel de hipoxia explica asî la falta de 
deteccion de diferencias significativas,lo que explica también _ 
los resultados obtenidos por otros autores al aplicar niveles sua 
ves de hipoxia. Serîa asî necesario aplicar un nivel de oxîgeno 
cercano a la tension crîtica de la especie en cuestiôn para obse_r 
var una respuesta del sistema isoenzimâtico LDH. Esto parece por 
otra parte logico, ya que a tensiones de oxîgeno superiores a di^  
cha tension crîtica, otros mecanismos fisiolôgicos como la hiper 
ventilaciôn, son capaces de compensar el déficit de oxîgeno en 
el medio. Es obvio que mientras no se logre una verdadera hi­
poxia celular no puede haber aclimatacion molecular en los teji-- 
dos .
Por otra parte, el descenso tan marcado de la LDH-2 en hipo--
xia extrema es coïncidente con observaciones previas que demuqs--
I
tran la alta sensibilidad de esta isoenzima a factores como la' tem
peratura en Discoglossus pictus (de Cos ta,1973,1978). La LDH-2 es
también la ûnica isoenzima que no aparece en ningûn tejido de la-
I
na ridibunda (de Costa et al.,1978) y se ha demostrado en los te- 
leosteos que los heteropolîmeros asimétricos H^ (LDH^) y H^ 
(LDH^) son mucho mâs inestables que los homopolîmeros o el hete- 
ropolîmero simétrico M 2  H 2  (LDH^), debido probablemente a un me­
nor numéro de interacciones entre las subunidades (Shaklee,1975).
i
Esto es ademâs coïncidente con el hecho de que en nuestros resul­
tados la LDH-2 présenta normalmente valores inferiores a los esp£ 
rados segûn una distribuciôn binomial de las subunidades H y M y
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su coeficiente de variaciôn es el mâs alto del de todas las isoen 
zimas.
La comparaciôn cuantitativa de los patrones isoenzimâticos _
LDH de las larvas control entre los estados XIV y XXV, muestra va
riàciones muy significativas concretadas en un descenso de las sub 
unidades M, debido a un aumento de la LDH-1 y 2 y a un descenso
de la LDH-4 y 5. Esto concuerda también con la "teorîa aerobia- _
anaerobia" ya que en el estado XXV ha terminado la metamorfosis 
pasândose a la vida aérea, medio en el que la tensiôn de oxîgeno 
no desciende normalmente a valores bajos como ocurre en el medio 
lîquido.
La aclimataciôn a la tensiôn de oxîgeno ambiente también pro­
dujo diferencias en el patrôn de isoenzimas y subunidades LDH del
musculo caudal, en el grupo de hipoxia extrema con respecto a los
1
de normoxia e hiperoxia. Estos dos ûltimos grupos no presentaron 
diferencias entre sî. En el grupo de hipoxia extrema se pudo op- 
servar un aumento signif icativo de la LDH-2 y la LDH-3 y un dejs- 
censo también significative de las subunidades M y de la LDH-5. 
Para la interpretaciôn de estos resultados hay que tener en cuen- 
ta los estudios microscôpicos e histoquîmicos realizados en lar­
vas de anfibios (Watanabe,1969 ; Sasaki,1977 ,1979). Segûn estos 
autores, el mûsculo caudal de los anfibios estâ compuesto de un 
mûsculo rojo, de disposiciôn periférica, rico en subunidades H y 
de un mûsculo blanco , de dispogiciôn interna,mâs rico en subun^ 
dades M. Ademâs, conforme el desarrollo avanza durante la prome-
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tamorfosis, va aumentando progrèsrvamente el porcentaje de subu­
nidades M del mûsculo en su conjunto, quizâs debido a un predomi^ 
nio cada vez mayor de las fibras internas. Este aumento de subu­
nidades de tipo M conforme la larva se acerca al climax ha sido 
comprobado también en Discoglossus pictus (Alonso et al.,1976). 
Asî, el aumento de subunidades H que se observa en el grupo de 
hipoxia extrema podrîa representar un retraso en este grupo, de 
los cambios que normalmente se dan en el patron de isoenzimas de 
la LDH. Este retraso podrîa estar relacionado con el gran descen 
so de funcionalidad del mûsculo, originado por la disminuciôn 
.acusada de actividad motora que ocurre en las larvas hipéxicas,o 
con el acceso mâs directe de las fibras periféricas al oxîgeno 
de los medios externe y sanguîneo.
Por otra parte, el mûsculo de las larvas de anfibios no pare­
ce corresponder al modelo tîpico de metabolismo altamente anaero­
bio, debido a la presencia de fibras rojas y blancas, y a la pre- 
sencia de un patron de isoenzimas LDH calificable de intermedio 
en el grupo normoxico, con un alto porcentaje de subunidades H. 
Ademâs, se ha propuesto recientemente un modelo de ajuste metabô- 
lico a la hipoxia, basado en los datos existentes en la actuali-- 
dad, en Carassius auratus. En él, los organos que precisan mante- 
ner su tasa metabolica al menos a un nivel mînimo durante la hi­
poxia, producirîan lactato de forma anaerobia, el cual pasarîa a 
la sangre y serîa metabolizado en el mûsculo rojo hasta varios 
productos finales a través del acetil-Co A. Con esto se evitarîa 
un descenso del pH sanguîneo en périodes de hipoxia prolongada
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(Hochachka,1980). En esta situaciôn, un aumento de subunidades H 
serîa favorable, ya que facilitarîa la conversiôn del lactato en 
piruvato. Esta situaciôn serîa compatible con el caso de las la£ 
vas hipôxicas de Discoglossus pictus, ya que el descenso de acti^ 
vidad muscular supondrîa una disminuciôn local importante de las 
necesidades energéticas, y la situaciôn periférica de las fibras 
ricas en subunidades H les permitirîa un acceso mâs directe al _ 
oxîgeno del medio, el cual serîa necesario en caso de que el de^ 
tino final del piruvato fuese su oxidaciôn compléta a dioxido de 
carbono y agua. En cualquier caso, los datos disponibles no nos 
permiten decidir si estos mecanismos estân operando realmente in 
vivo, por lo que su valor serîa el de especulaciones que podrîan 
ser vâlidas para el planteamiento de nuevas hipôtesis de trabajo.
Los datos referentes a la actividad total y especîfica de la 
LDH durante el desarrollo embrionario han mostrado un pico mâxi- 
mo de actividad LDH durante la gastrulaciôn, que supone un 44-70% 
de aumento con respecto al huevo fecundado. Estos resultados son 
coïncidentes con los realizados en otras especies de anfibios co­
mo Xenopus laevis, Ambystoma mexicanum o Triturus alpestris, en 
los que también se ha encontrado un mâximo de actividad LDH du-- 
rante la gastrulaciôn. La. existencia de un metabolismo glucolît^ 
co alto en el embriôn de anfibios, y especialmente durante la ga£ 
trulaciôn,se ha propuesto desde hace tiempo basândose en medidas 
indirectas, como la velocidad de desapariciôn de glucôgeno en el 
labio dorsal (Woerdeman,1933a), .medidas del cociente respiratorio 
(Brachet,1934), o estudios sobre el sustrato utilizado como fuen-
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te de energîa (Gregg y Ballentine,1946 ; Ldvtrup,1959). La presen 
cia de un metabolismo anaerobio en los primeros estados parece 
estar reforzada por la tendencia de los embriones iniciales a 
formar cûmulos con sus envueltas gelatinosas. Savage (1935) mi-- 
diô la tension de oxîgeno en Rana temporaria observando una ten­
sion de oxîgeno de 202 mm Hg en el agua a 50 cm de distancia del 
cûmulo de embriones y de 4,8 mm Hg en el interior de estas masas 
agregadas. El pH también paso de 7,6 afuera a 6 , 8  en el interior 
de los cûmulos de embriones.
Se ha observado también formaciôn de lactato en la gâstrula 
de Rana y de Bufo en condiciones anaerobias (Baryieri y Salomôn, 
1963) y aerobias (Gregg et al.,1964). En un principle se quiso _ 
asociar la actividad glucolîtica alta con el fenômeno de la in-- 
ducciôn neural, pero hoy dîa se piensa mâs en una relaciôn con 
los movimientos morfogenéticos de la gastrulaciôn (Jaeger,1945 ; 
Boulekbache et al.,1971). Se ha realizado una crîtica reciente 
(Ldvtrup,1978) basada en que el lactato serîa un inhibidor de la 
gastrulaciôn, pero las concentraciones necesarias para que este 
efecto se produzca son mucho mayores a las que se producen in vi­
vo. Los datos referentes a la actividad LDH y a su localizaciôn 
en la gâstrula de Discoglossus pictus parecen apoyar asî la exi£ 
tencia de una tasa glucolîtica alta en el labio dorsal, que apoir 
tarîa energîa para los movimientos de la gastrulaciôn. Se ha en­
contrado también un resultado similar en la gâstrula de Pleuro- 
deles Waltlii (Boulekbache y Barja de Quiroga,1981). En esta mi£ 
ma especie se ha encontrado también la misma disposiciôn perinu-
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clear de la LDH en la morula que se da en Discoglossus pictus. 
ta disposiciôn estâ probablemente relacionada con la disposiciôn 
perinuclear de glucôgeno en este estado, que se ha observado en 
mamîferos (Dalcq ,1952), en Discoglossus pictus (Klag y Ubbels, 
1975) y en Rana (Brachet y Malpoix,1971).
El estudio realizado sobre el efecto del oxamato sôdico durant 
te el desarrollo embrionario ha mostrado su detenciôn a concentra­
ciones superiores a 1 mM. Se ha demostrado que el oxamato es un in 
hibidor competitive de la LDH con respecto al piruvato (Novoa et 
al.,1959; Hochachka,1975) y estudios realizados sobre cultives 
lulares han mostrado que el oxamato inhibe especîficamente la glu- 
colisis anaerobia sin afectar al metabolismo oxidative. Tampoco se 
produce competiciôn con la piruvato quinasa ni con el complejo de 
la piruvato deshidrogenasa (Papaconstantinou y Colowick,1961). Si 
esto es asî, y su efecto se limita solo a su acciôn a nivel de la 
LDH, nuestros resultados en este sentido serîan concordantes con 
los de actividad y localizaciôn de la enzima. La existencia de un 
cierto grado de metabolismo anaerobio serîa esencial para el desa 
rrollo, ya que su supresiôn provoca la detenciôn de este ultimo. 
Por otra parte, se ha demostrado también que el oxamato detiene el 
desarrollo embrionario en la gâstrula de Salmo irideus (Boulekba­
che et al.,1971) y es un inhibidor competitivo de la LDH de Rana 
pipiens tanto muscular como cardîaca y del testîculo (Goldberg y 
Wuntch,1967).
El que la detenciôn del desarrollo en Discoglossus pictus sea
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debida a una inhibiciôn competitiva de la LDH, coincide con la 
reversiôn del proceso al pasar los embriones a agua normal al c a  
bo del tiempo letal 50 de estar en una solucion de oxamato. Ade­
mas, la adiciôn de piruvato a una concentracion igual a la de _ 
oxamato no inhibe el desarrollo embrionario ni su velocidad, mien 
tras que la adiciôn de piruvato a una concentraciôn menor no im- 
pide dicha detenciôn del desarrollo, lo cual apoya tambien que el 
efecto del oxamato se produzca por inhibiciôn competitiva de la 
LDH respecto al piruvato. Asl, si como parece, el oxamato es un 
inhibidor competitivo y especîfico de la LDH, la actividad de e^ 
ta enzima parece ser esencial para la realizaciôn del desarrollo 
embrionario en Discoglossus pictus.
El estudio de las variaciones de la actividad LDH durante la 
vida larvaria nos ha mostrado un aumento notable de dicha activi­
dad tanto total como especîfica durante la pre y prometamorfosis, 
para llegar a un mâximo que se mantiene durante el clîmax metamôr 
fico, y descender luego en el joven recién metamorfoseado. No se 
han realizado estudios de este tipo en otras especies de anfibios, 
pero otros datos parecen ser coincidentes con estos resultados.
Por una parte, el consume de oxîgeno, a pesar de la gran cantidad 
de tiroxina en sangre, desciende con la llegada del clîmax metamô_r 
fico, hecho que se ha comprobado en numerosas especies como Xenopus 
laevis, Rana temporaria, Rana catesbeiana, Bufo vulgaris o Disco­
glossus pictus (Etkin,1934; Fletcher y Myant, 1959; Funkhoser y 
Mills,1969; Péris,1977). Si se toma el aumento de actividad LDH c£ 
mo representative de un metabolismo anaerobio mâs acusado, este
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metabolisiuo compensarîa al menos en parte el descenso observado 
en el consumo de oxîgeno, en un momento como es el clîmax en el 
que tiene lugar un gran gasto energético debido a reestructura- 
dones morfogenéticas. Se ha comprobado ademâs que durante el cl^ 
max, perîodo en el que no hay ingestion de alimente, se da una 
glucolisis muy acelerada, a expensas del glucôgeno que se habîa 
almacenado durante la vida larvaria. Asî, la mayor parte de la 
energîa consumida durante el clîmax en Alytes obstetricans, Xeno 
pus laevis o Rana pipiens (Beaumont,1960 ; Hanke y Leist,1971; 
Farrar,1973) proviene de la degradaciôn del glucôgeno. Esta glu­
colisis serîa al menos en gran parte anaerobia, como parecen sug£ 
rir los aumentos de actividad LDH y el descenso de consumo de 
oxîgeno. Al final del clîmax cesa esta glucolisis intensa, aumen 
ta el consumo de oxîgeno, y desciende la actividad LDH, pasando 




1.- El polimorfismo observado en la movilidad electroforética de 
las isoenzimas LDH en Discoglossus pictus estâ controlado por 
dos alelos situados en el mismo locus, que presentan dominan- 
cia intermedia. Estos dos alelos originarîan dos tipos de sub 
unidad, M y M ' , que serîan las causantes de la diferencia de 
movilidad.
2.- Se ha observado una expresiôn tardîa del genotipo LDH embrio 
nario, localizada entre los estados 27 y 30. Este hecho se ha 
relacionado con la gran acumulaciôn de material de réserva _ 
que ocurre durante la oogenesis en los anfibios.
3.- Los estudios realizados sobre las frecuencias fenotîpicas en
las poblaciones, los parâmetros cinéticos y los datos de'iac-
I
tividad relativa de las isoenzimas, no permiten atribuir pa- 
peles fisiolôgicos diferentes a los distintos tipos polimôr- 
ficos de la LDH. . |
4.- Los valores de la aparente para el piruvato y los niveles 
de inhibiciôn por substrato, para la LDH-5 y la LDH-1, son 
compatibles con la teorîa aerobia-anaerobia de un papel fi-- 
siolôgico distinto de las subunidades H y M.
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5.- Las larvas de Discoglossus pictus presentan un comportamien 
to regulador respecto al oxîgeno en hipoxia moderada y un _ 
comportamiento conformista en hipoxia extrema. En presencia 
del anestesico MS-222 el comportamiento es siempre conformis^ 
ta y proporcional a la tensiôn de oxîgeno. Se ha relaciona­
do el comportamiento regulador con variaciones ventilato--
rias mediadas por receptores del oxîgeno.
6 .- La aclimataciôn a la hipoxia aumenta la resistencia a la 
exposiciôn a tensiones de oxîgeno bajas.
7.- La aclimataciôn a tensiones de oxîgeno tanto altas como ba-- 
j as produce alteraciones en la ultraestructura del mûsculo _ 
caudal, mostrando que la hipoxia extrema y la hiperoxia al-- 
canzan el nivel tisular. Se han relacionado las alteraciones 
en hiperoxia con la peroxidaciôn de los fosfolipidos de las 
membranas. '
8 .- La aclimataciôn a la hiperoxia produce un aumento signifiera
I.
tivo del tamano y el peso de las larvas sin alterar la tasa 
de desarrollo. Esto se ha relacionado con el aumento de in- 
gestiôn de alimente que se produce en el grupo de hiperoxia
9.- No se producen cambios significatives en la actividad espe­
cîfica de la LDH durante la aclimataciôn a hipoxia extrema 
o hiperoxia.
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10.- La aclimataciôn a hipoxia moderada no produce cambios signif 
ficativos en el patrôn de isoenzimas LDH del hîgado, mien-- 
tras que la aclimataciôn a hipoxia extrema produce un aumen 
to significative de la LDH-5 y las subunidades M. Este resul^ 
tado supone una variaciôn en la actividad tanto de las sub­
unidades H como de las M, ya que no hubo variaciones en la_ 
actividad total y especîfica de la enzima. Estas variacio-- 
nes se han relacionado con la existencia de aclimataciôn en 
el sistema LDH con respecto a la tensiôn de oxîgeno.
11.- El patrôn de isoenzimas LDH del hîgado de los animales mue£ 
tra un descenso significativo de subunidades M al final de 
la metamorfosis con el paso a la respiraciôn aérea, respec­
to a las larvas prometamôrficas de vida acuâtica. Este re-- 
sultado es también coincidente con las predicciones de la _ 
"teorîa aerobia-anaerobia". ,
12.- La aclimataciôn a hipoxia extrema produce un aumento del por
centaje subunidades H en el mûsculo caudal. Esto se ha r^la 
cionado con un posible retraso en el desarrollo a nivel mo­
lecular, con el descenso de actividad del mûsculo en hipo-- 
xia y con un posible papel del mismo en la eliminaciôn del_ 
lactato durante la aclimataciôn.
13.- El aumento de actividad total y especîfica LDH que ocurre __ 
durante la gastrulaciôn es' concordante con los resultados
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obtenidos en otras especies de anfibios. Este aumento, jun­
to con el estudio de la localizaciôn histoquîmica, apoya la 
hipôtesis de una contribucion importante del metabolismo __ 
anaerobio durante los movimientos de la gastrulaciôn.
14.- En el estado de môrula, la actividad LDH se localiza funda­
mentalmente alrededor de los nucleos celulares. Esta dispo­
siciôn se ha relacionado con la localizaciôn perinuclear _ 
del glucôgeno en varias especies en este estado, incluyendq 
a Discoglossus pictus.
15.- El oxamato sôdico, inhibidor competitivo de la LDH, detiene 
el desarrollo embrionario a concentraciôn ImM, con un tiem­
po letal 50 de unos 120 a 150 minutes. El efecto es revers^ 
ble y no se produce en presencia de piruvato ImM. Estos re­
sultados podrîan significar una acciôn del oxamato a nivel 
de la LDH, poniendo de manifiesto la importancia del metabo 
lismo anaerobio durante el desarrollo embrionario.
16.- La actividad total y especîfica LDH présenta un mâximo coin 
cidiendo con el clîmax metamôrfico, para descender luego al 
final del mismo. Este hecho se ha relacionado con el descen 
so en el consumo de oxîgeno y la activaciôn de la glucoli-- 
sis que se da en los anfibios anuros durante este perîodo.
-288-
B I B  L_I_0_G_R_A_F I_A
-289^
Adams E. y C.V. Finnegan (1965). J.Exp. Zool. V.158, p.241 
Agostini A.,C. Vergani y L. Villa (1966). Nature. V.209,p.1024. 
Agrell I. y B. Kjellberg (1965). Comp. Biochem. Phusiol. V.16 
p. 515.
Ahuja M.R., M. Schwab y F. Anders (1975). Sep. Experientia.
V 31, p.296.
Alonso M. (1960). Bol. R.Soc. Hist. Nat. V.58, p.5.
Alonso M. y A. Torrellas (1973). Acta Embryol. Exp. V.3, p.313. 
Alonso M., R. Bueno y J. de Costa (1976). Acta Embryol. Exp.
V.3., p. 34 5.
Allen J.F. y D.O. Hall (1973). Biochem. Biophys. Res. Commun. 
V.52, p.856.
Allen J.M. (1961). Ann.N.Y. Acad. Sci. V.94, p.937.
Allendorf F.W. (1973). Ms. Thesis. Univ. Washington,Seattle. 
Allendorf F.W., N. Ryman, A. Stennek y G. Stahs (1976). Hered^ 
tas. V . 8 3 , p.73. |
Andersen H.T. (1966). Physiol. Rev. V.46, p.212. ,
Anderson G.L. y R.W. Bullard (1971). Proc. Soc. Expe. Biol. Med. 
V. 138, p. 441
Anderson G., G. Bengtsson, A. Albinsson, S. Rosên y O.Heby (1978) 
Cancer Res. V. 38, p. 3938.
Armentrout D. y F.L. Rose (1971). Comp. Biochem. Physiol. V.39, 
p.447.
Aubert H. (1881). Arch. Anat. Physiol. V.26, p.293.
AuerbachS*. y R.L. Brinster (1967). Exp. Cell. Res. V.46, p.89. 
Avers C.J. (1976). Cell Biology. (D. Van Nostrand Co.)N.Y., p.102
- 290-
Ayala F.J. y W.W. Anderson (1973). Nature. V.241, p.274.
Baba N. y H.M. Sharma (1971). J.Cell.Biol. V,51, p.621.
Babâk E. (1907). Zentr.Physiol. V.21, p.97.
Bailey G.S. y A.C. Wilson (1968). J. Biol. Chem. V.243,p.5843. 
Baldwin J. (1980). Proc. Aust. Biochem. Soc. V.13, p.14.
Balek R.W., J. Snow y L. Haduck (1967). Biochem. Biophys. Res.
Commun. V.6, p. 171.
Balgooy J.N.A. y E. Roberts (1979). Comp. Biochem. Physiol. V. 
62B, p.263.
Ballard W.W.(1973). J. Exp . Zool. V.184, p.27.
Barbieri F.D. y H. Salomon (1963). Acta Embryol. Morphol. Exp. 
V.6, p. 304.
Bargiello T. y J. Grossfield (1979). Biosystems. V.ll, p.183. 
Bartels H., R. Bartels, A.M. Rathschlag-Schaefer, H. Robbel y
S. Ludders (1979). Resp. Physiol. V.36, p.375.
Barth L.G. y L.J. Barth (1954). en "The Energetics of Develpp-
I
ment" Columbia Univ. Press. N.Y. '
Baur E.W y D.L. Pattie (1968). Nature (London). V.218, p.341. 
Barrie S.E. y P. Harris (1976). Am.J. Phusiol. V.231,p. 130^. 
Beamish F.W.H. (1964).Can.J. Zool. V.42, p.355.
Beaumont (1960). Biol. Bull. Fr. Belg.V.94, p.267.
Benet L. y M. Bochet (1963). J. Physiol. (Paris). V.55, p.405. 
Benesch R. y R.E. Benesch (1967).Biochem. Biophys. Res. Commun,
V.26, p.162. /
/
Bennett A.F. y P. Licht (1973). J. Comp. Physiol. V.87, p.351. 
Bennett A.F. y P. Licht (1974). Comp. Biochem Physiol. V.48A, 
p. 319.
-291-
Berger E. (1976). Amer. Natur. V.llO, p.823.
Bergmeyer H.V., E. Bernt y B. Hess. (1965). en "Methods of en
zymatic analysis (H.V. Bergmeyer éd.). Ac. Press, N.Y.
Binette P.,D. Praguay y A. Rekate (1977). Life Sci. V.20, p. 
1809.
Bing R.J., A. Siegel, A. Vitale, F. Balboni y E. Sparks (1953). 
J. Clin. Invest. V.32, p. 556.
Bing R.J. (1965). Physiol. Rev. V.45, p. 171.
Blanco A. y W.H. Zinkham (1963). Science V. 139, p.601.
Blanco A., M. Gutiérrez, C.G. Henquin y N.M. G. de Burgos (1969).
Science, V. 164, p. 835.
Blanco A., C. Burgos, N.M.G, de Burgos y E.E. Montamat (1976).
Biochem J. V. 153, p. 165.
Blazka P. (1958). Physiol. Zool. V.31, p. 117.
Blix A.S. y S.H. J. From (1971). Comp. Biochem. Physiol. V.40B,
p. 579.
*  I
Blix A.S., E.B. Messelt y S.H. From (1973). Comp. Biochem Phy-- 
siol. V. 44B, p. 625.
Boell E.J. (1948). Ann. N.Y. Acad. Sci. V.49, p. 773.
Boell E.J., P. Greenfield y B. Hille (1963). Dev. Biol. V.7, p. 
420.
Bohr C. (1900). Skand. Arch. Physiol. V.IO, p. 74.
Bond A.N. (1960). Dev. Biol. V.2, p. 1
Boone C.M., T.R. Chen y F.H. Ruddle (1972). Proc. Nat. Acad. Sci
I
USA. V.69, p. 510.
Boulekbache H.H., Ch. Devillers, A. Rosemberg y C. Joly (1969). 
C.R. Acad. Sci. Paris. V.268, p. 2211.
-292-
Boulekbache H.H., Ch. Devillers, A. Rosemberg y C . Joly (1971). 
C.R. Acad. Sci. Paris. V. 272, p. 114.
Boulekbache H.H., P. Roubeaud, Ch. Devillers y C. Joly (1977). 
C.R. Acad. Sci. Paris. V. 284, p. 381.
Boulekbache H.H. y G. Barja de Quiroga (1981). Fac. Sci. Paris. 
Proxima publicaciôn.
Bours J., P.I. Vassileva y 0. Hockwin (1977). Ophtal. Res. V.9,
p. 201.
Boutilier R.G. y D.P. Toews (1977). J. Exp. Biol. V.68, p.99. 
Brachet J. (1934). Arch. Biol. V. 45, p. 611.
Brachet J. y P. Malpoix (1971). Adv. Morphog. V.2, p. 263. 
Brachet J. (1975). en "Introduccion a la Embriologia Molecular" 
(H. Blume ed.). Madrid, p. 98.
Branch C.L. y D.H. Taylor (1977). Comp. Biochem. Physiol. V.58A, 
p. 269.
Brinkworth R.I. y C.J. Masters (1978). Mech. Ageing Devel. y.8,
I
p. 69. '
Brinster R.L. (1968). J, Reprod. Fertil. V.17, p.139.
Bririster R.L. (1973). en "Regulation of Mammalian Reproduction". 
(S.J. Segal ed.) Springfield. Illionis. C.Ch. Thomas, p.302. 
Broniszewska-Ardelt B. y J.T. Wroblewski (1975). Bull.Ac. Polon. 
Sci. XXIII, p.505.
Grown D. y D. Caston (1962). Dev. Biol. V.5, p.412.
Brown D.D. y E. Littna (1964). J. Molec. Biol. V.8, p.669.
Brown G.W. (1964). en "Physiology of the Amphibia". (Moore J.A.
i
ed.). AC. Press. N.Y. Capit. 1.,
Bryant C. (1975). en "Advances in Parasitology". (B. Dawes ed.) 
Ac. Press. N.Y. V. 13, p. 36.
-293-
Butler J.A., C.E. Patterson y M.L. Rhodes (1979). Am. Rev. Resp. 
Dis. V.119, p. 296.
Butler P.J. y E.W. Taylor (1975). J. Exp. Biol. V.63, p. 117. 
Cabello B., J. Lubin, A.M. Rywlin y R. Frenkel (1980). Amef. J. 
din. Pathol. V.73, p. 253.
Cahn R.D., N.O. Kaplan, L.Levine y E. Zwilling (1962). Science. 
V.136, p. 962.
Callan H.G. (1952).Brit. Soc. Exp. Biol. Symposium, VI, p.243. 
Camerano L. (1883). Mem. Acc. Torino. V.35, p. 187.
Champion M.J. y G.S. Whitt (1976).J. Exp. Zool. V.196, p.263. 
Chang S.M.T., Ch-Y. Lee y S.S.L. Li (1979).Biochem. Genetics. _ 
V.17, p. 715.
Chanutin A. y R. Curnish (1967). Archs. Biochem. Biophys. V.121, 
p.96.
Chen P.S. (1968). J. Exp. Zool. V.168, p.337.
Chen T.R., F.A. Mcmorris, R. Greagan, F . Ricciuti, J. Tischfield
y F. Ruddle (1973). Amer. J. Hum. Genet. V.25, p. 200. '
Chow C.K. (1976). Nature.V. 260, p.721.
Christiansen J. y D. Penney (1973). J. Comp. Physiol. V.87,
237.
Chury Z. (1952). Spisy. Lek. Fak. Masaryk. Univ. V. 25, p.23. 
Chvapil M. (1976). Life Sci. V.17, p.761.
Clay-comb W.C. y C.A. Villee (1971). Devel. Biol. V.24, p.413. 
Cohen G. y P. Hochstein (1963). Biochemistry. V.2, p.1420.
Cohen S. (1954). J. Biol. Chem. V.211, p. 337.
Coles G.C. (1970). Comp. Biochem. Physiol.V. 34, p. 481.
r
-294-
Cornish H.H., M.L. Bartb y V.N. Dodson (1970). Toxicol. Appl. 
Pharmacol. V.16, p. 411.
\
Corsin J., C. Joly y H.H. Boulekbache (1979). C.R. Acad. Sel. 
Paris. V. 288, p.1571.
de Costa J. (1973). Memoria de Licenciatura. Univ. Complutense 
Fac. Biol. Madrid.
de Costa J. (1978). Memoria de Tesis Doctoral. Univ. Compluten 
se. Fac. Biol . Madrid, p. 142.
de Costa J., A. Siguenza, G. Barja de Quiroga, M. Alonso y A.
Fraile (1978). Rev. Esp. Fisiol. V. 34, p. 401.
de Costa J., M. Alonso y A. Fraile (1979). Acta Embryol. Exp.
V. 3, p. 233.
Costello L. A. y N.O. Kaplan (1963). Biochem. Biophys.Acta. V.73, 
p. 658.
Crampton J.M. y R. H. Woodland (1979). Dev.Biol. V.70, p.453.
Crapo J.D. y D.F. Tierney (1974). Am. J. Physiol. V.226, p.1401.
I
Crapo J.D. , K. Sjostrom y R.T. Drew (1978). J. Appl. Physiol.' V.44, 
p. 364.
Daka N.J. y K.J. Laidler (1980). Biochim. Biophys. Acta. V.612, 
p.305.
Dalcq A.M. (1952). Compt. Rend. Assoc. Anat. V.39, p.513.
Darol E.D. y M.D. Faiman (1978). Biochem. J. V.174, p.769.
Davis B.J. (1964). Ann. N.Y. Acad. Sci. V.121, p.404.
Davis J.C. y J.N. Cameron (1971). J. Exp. biol. V. 54, p. 1.
Dawson D.M. y N.O. Kaplan (1965). J. Biol. Chem. V.240, p,3215. 
Daxboeck C. y G.F. Holeton (1980). Comp. Biochem. Physiol. V.65C, 
p.117.
-295-
Degroot N. y P.P. Cohen (1962). Biochim. Biophys. Acta V.59, 
p. 588.
Delarbre Ch. , M.M. C. Lambrê y J.A. Thomas (1976). C.R. Acad. 
Sci. Paris. V.282, p. 879.
Demopoulos H.B. (1973). Fed. Proc. V. 32, p. 1903.
D' Eon D ., R.G. Boutilier y D.P. Toews (1978). Comp. Biochem. 
Physiol. V. 60A, p. 7.
Deparis P., J. Beetschen y A. Jaylet (1975). Comp. Biochem. _ 
Physiol. V. 50A, p. 263.
Deuchar E.M. (1975). En "Xenopus".(J. Wiley and sons ed.). Lon 
don.
Diaz-Flores L ., G . Ortiz y G. Sanchez (1974). "Bases ultraes-- 
tructurales en Citologia, Histologia y Anatomia Patolôgica (Pa 
redes ed.). Santiago de Compostela,
Doudoroff P. y M. Katz (1950). Sewage Ind. Wastes. V.22, p.1432 
Douglas B.J. (1974). Lab. Invest. V.31, p. 580. |
Drastich E.' (1925). Z. Vergleich Physiol. V.2, p.632.
Dreyfus J.C., J. Demos, F . Schapira y G. Schapira (1962). C.^. 
Acad. Sci. Paris. V.254, p. 4384.
Driedzic W. y P.W. Hochachka (1976). Am. J. Physiol. V.230, p. 
579.
Dudman N.P.B. y B. Zerner (1973). Biochem. Biophys. Acta. V. _ 
310, p. 248.
Dulka J.J. y T.H. Risby (1976). Analyt. .Chem. ,V.48, p. 64OA. 
Eaton J.W., T.D. Skelton y E. Berger (1974).Science. V.183, 
p. 743.
-296-
Ehman J.D. y H.D. Hultin (1973). Arch. Biochem.Biophys. V.154, 
p. 471.
Ellington W.R. y G.L. Long (1978). Arch. Biochem. Biophys. V. 
186; p. 265.
Emery A.E.(1968). J. Neurol. Sci. V.7, p.137.
Emilio M.G. (1974).J. Exp. Biol. V.60, p.901.
Engel W., J. Faust y U. Wolf (1971). Biochem. Genet. V.2, p.
127.
Engel W., R. Kreutz y U. Wolf (1972). Biochem. Genet. V.7, p.
45.
Engel W. y R. Kreutz (1973). Humangenetik. V. 19, p. 253.
Engel W., J. Schmidtke, W.Vogel y U. Wolf (1973). Biochem. Gene 
tics V .8 , p . 281.
Epstein C.J., L. Kwock y S. Smith (1971). FEBS Lett. V.13, p.45. 
Erickson R.P., H. Spielmann, F . Mangia, D.J. Tennenbaum y C.J.
Epstein (1975) en "Isozymes-III" (Markert G.L. ed.). Ac. Press.
!
N.Y., p. 313, '
Etkin W. (1934). Physiol. Zool. V.7, p. 129.
Everse J. y N.O. Kaplan (1973). en "Avances in Enzymology", V.
I
37, p . 61.
Everse J. y N.O. Kaplan (1975). en "Isozymes II". (G.L. Markert
ed.). Ac. Press. N.Y., p. 29.
Fahimi H.D. y C.R. Amarasingham (1964). J. Cell. Biol. V.22, p.
29. /
/
Farrar E.S. (1973). Gen. and Comp, Endocrinol. V. 21, p. 513. 
Farrell E.G., N. Baba, G.P. BYierley y H.D. Grumer (1972). Am.
J. Pathol. V. 80, p.419.
-297-
Faulhaber I. y L. Lyra (1975). Wilhelm Roux' Archiv. V.176, p. 
191.
Pau-lhaber I. y L.Lyra (1978) .Comp.Biochem.Physiol. V.59B,p.307. 
Fawcett J.S. y C.J.O.R. Morris (1966). Separat. Stud V.l, p.9. 
Fine I.H., N.O. Kaplan y D. Kuftinec (1963). Biochemistry. V.2,
p. 116.
Fletcher K. y N.B. Myant (1959). J. Physiol. (London). V.145, 
p. 353.
FortiG.(1977). Plant. Sci. L. V. 10, p. 197.
Fottrell P.F., C.M. Spellmaan y E.M. O'Dwyer (1974). Cancer Res
V.34, p. 979.
Foxon G.E. H. (1964). "Blood and Respiration". Cap. 3 en "Phy­
siology of the Amphibia". (J.A. Moore ed,)Ac. Press. N.Y.
Francke u ., D.L. George, M.G. Brown y U.M. Riccardi (1977). Cy-
togenet. Cell Genet. V. 19, p. 197.
Frank L ., A.P. Autor y R.J. Roberts (1977). J.Pediatr. V.90, 
p. 105.
Frank L ., D . Woods y R.J. Roberts (1978). Bioch. Pharmacol. V. 
27, p. 251.
Frank L., J.R. Bucher y R.J. Roberts (1979). J. Appl. Physiol. 
V. 45, p. 699.
Frank L. y D. Massaro (1980). Amer. J. Med. V.69, p. 117. 
Frankel J.S. y N.H. Hart (1977). J. Hered. V. 6 8 , p. 81.
Frankel J.S. (1980). Comp. Biochem. Physiol. V. 67B, p.133. 
Franzini C.A. (1970). J. Cell. Biol. V.47, p. 488.
Fray F.E. J. y J.S. Hart (1948). Biol. Bull (W.H.) V.94,p. 6 6 . 
Fridovich I. (1975).Ann. Rev.Bioch. V.44, p. 147.
-298-
Fridovich I. (1976). en "Free radicals in biology". (W.A. Pryor 
ed.). Ac. Press. N.Y.,V.l, pdg. 239.
Friedman G.B. (1971).Can. J . Zool. V.49, p. 565.
Fritz P.J. y K.B. Jacobson (1965). Biochemistry. V.4, p. 282. 
Fritz P.J., E.S. Vesell, E.L. White y K.M. Pruitt (1969). Proc. 
Nat. Acad. Sci. U.S. V.62, p. 558.
Fritz P.J., W.J. Morrison, E.L. White y E.S. Vesell (1970). Anal. 
Biochem. V.36, p. 443.
Fritz P.J., E.L. White, K.M. Priutt y E.S. Vesell (1973). Bioche 
mistry V. 12, p. 4033.
Fromm H.J. (1961). Biochim. Biophys. Acta. V.52, p.199.
Funkhoser A. y K.S. Mills (1969). Physiol. Zool. V.42, p.15. 
Gabbott P.A. (1976). en "Marine Mussels". (B.L. Bayne ed.). Cam 
bridge Univ. Press.
Gade G . y M. Grieshaber (1975). J. Comp. Physiol. V. 102, p.149. 
Gade G. (1979). Comp. Biochem. Physiol. V.63B, p.387.
Gallien C.L. (1948). Bull. Soc. Sci. Nat. Tunis. V.l, p. 80. 
Gallien C.L. y Ch. Bouillon (1951). Bull. Biol. V.4, p. 1.
Gallien C.L., F . Guillet y Ch. Aimar (1971). C.R. Acad. Sci.
Paris. V. 273, p. 2630.-
Gee J. H. (1976). Can J. Zool. V. 54, p. 1030.
Gee J.H., R.F. Tallman y H.J. Smart (1978). Can.J. Zool. V.56,
p. 1962.
Gerd G . (1979).Comp. Biochem. Physiol. V. 63B, p.387.
Gillespie J.H. y C. Langley (1974). Genetics. V.76, p.837.
Ginaid B.N. y C.L. Markert (1975). en "Isozymes II" (C.L. Mar--
-299-
kert éd.). Ac. Press. N.Y., p. 45.
Goldberg E. (1963). Science. V.139, p.602.
Goldberg E. (1966). Science. V.151, p. 1091.
Goldberg E. y T. Wuntch (1967). J. Exp. Zool. V.165, p.101.
Goldberg E. (1972). J. Biol. Chem. V.247, p. 2044,
Goldberg D.M. (1974). Proc. 6 ?- Simposio Int. Enzimol. Clin. 
Venecia Italia, p. 235.
Goldman R.D., N.O. Kaplan y T.C. Hall (l964)Cancer Res. V. 24, p 
389.
Goodfriend T. L. y N.O. Kaplan (1964). J. Biol. Chem. V.239, p. 
130.
Goodfriend T.L., D.M. Sokol y N.O. Kaplan (1966). J.Mol. Biol.
V. 15, p. 18.
Gordon A.S. (1935). Proc. Soc. Exptl. Biol. Med. V. 32, p.820. 
Gradwell N. y B. Walcott (1970). J. Exp. Zool. V. 176, p.193. 
Graf J.D., F. Karch y M.G. Moreillon (1977). Experientia. V.33, 
p. 1582.
Grasse P.P. (1976). en "Precis de Zoologie, Vertébrés. V.II, 
(Masson ed).Paris.
Gregg J.R. y R. Ballentine (1946). J. Exp. Zool. V.103, p.143. 
Gregg J.R. (1948). J. Exp. Zool. V.109, p. 119.
Gregg J.R. (1962). Biol. Bull. V.123, p. 555.
Gregg J.R., J.J. Mclsaac y M.A. Parker (1964). Biol. Bull. V. 
127, p.256.
Griffin J.H. y R.S. Griddle (1970). V.4, p. 1195.
Grille T.A.I.,K. Watanabe y S.B.O. Olusi (1970). IXth. Int. Cong
-30CV.
Anat. , p. 164.
Guppy M. y P.W. Hochachka (1978). Am. J. Physiol. V. 234, p. 
R136.
Hamada M. (1975). en "Isozymes II" (C.L. Markert ed.). Ac. Press 
N.Y., p. 143.
Hammond G.L., B.N. Ginard, N.S. Talner y C.L. Markert (1976). 
Circulation. V.53, p. 637.
Hanke W. y K.H. Leist (1971). Gen. Comp. Endocrinol. V.16, p. 
137.
Hanzlîicovâ V. y S. Schiaffino (1977). J. Ultrastruct. Res. V.60,
p. 1 2 1 .
Halliwell B. (1978a). Prog. Biophys. Mol. Biol. V. 33, p.l. 
Halliwell B. (1978b). Cell. Biol. Int. Reports. V.2, p.113. 
Halliwell B. (1979). Oxygen freee radicals, en "Strategies of 
Microbial Life in Extreme Environments" (M.Shilo ed.). Berlin, 
p. 195.
Harlow H.J. (1978). Comp . Biochem. Physiol. V.61 A, p.177. 
Harris H.(1966). Proc. Roy. Soc. London. V.B164, p. 298.
Harris J.P. (1953). Field Lab. V.21, p.147.
Haugaard N. (1968). Physiol. Rev. V.48.,p.311.
Heath D. y D.R. Williams (1979). en "Life at high altitude" 
Studies in Biology, No. 112. (E. Arnold ed.). Ltd. London. 
Heatley N.E., y P.E. Lind'hal (1937). Proc. Roy. Soc. V.B120, 
p.173.
Helff O.M. y K.I. Stubblefield (1931). Physiol. Zool. V.4, p. 
271.
Heezen B.C. (1957). Deep. Sea Res. V.4, p. 105.
—301—
Hill R.W. (1976). "Comparative Physiology of Animals, an envi­
ronmental approach". (Harper and Row ed.) N.Y.
Hintz M. y E. Goldberg (1977). Dev. Biol. V.57, p.375.
Hirway S.C. y H.O. Hultin (1977). J. Food Sci. V.42, p.1164. 
Hochachka P.W. y G.N. Somero (1973). "Strategies of Biochemi­
cal Adaptation" (W.B. Saunders Co.). Philadelphia.
Hochachka P.W. (1975). Comp. Biochem. Physiol. V.52B, p.25. 
Hochachka P.W. y W.C. Hulbert (1978). Can, J. Zool. V.56, p.774 
Hochachka P.W. (1980). "Living Without Oxygen, closed and open 
systems in hypoxia tolérance". Harvard Univ. Press. Cambridge. 
Hock R.J. (1970). "Vertebrate Structures and Function". (W.H. 
Freeman and Co.). San Francisco, 1974, p.195.
Hoff-Jdrgensen E. y E. Zeuthen (1952). Nature. V.169, p.245. 
Holmes R.S. y C.L. Markert (1969). Proc. Nat. Acad. Sci.U.S. 
V.64, p.205.
Holmes R.S. y R.K. Scopes (1974). Eur. J. Biochem. V.43, p.167 
Holmes R.S. (1975). en "Haemoglobin, Isoenzymes and Tissue Di­
fferentiation". (A.Neuberger y E.L. Tatum ed.).North Holland 
American Elsevier, p. 80.
Holmes R.S. y C.J. Masters (1979). en "Isozymes 3" (A.R. Liss 
ed.) N.Y., p.92.
Horwitt M.K. (1976). Am. J. Clin. Nutr. V.29, p.569.
Houssais J.F. (1966). Biochim. Biophys.Acta. V.128, p.239. 
Howard J.H. y R.L. Wallace (1980). Comp. Biochem. Physiol. V. 
65 A, p .243.
Howell B., S. Mccune y R. Schaffer (1979). Clin. Chem.V.25, p. 
269.
-302-
Huff J.E., G.E. Kaufman y M. Ingram (1975). Aviat. Space Envi^ 
ronm. Med. V.46, p.1147.
Hughes G.M. y S.I. Umezawa (1968). J. Exp. Biol. V.49, p.565. 
Hughes G.M. e I.A. Johnston (1977). J. Physiol. V.270, p.69. 
Hultin H.O., C. Westrot y H.H. Southard (1966). Nature. V.211, 
p.853.
Hultin H.O. (1975). en "Isozymes II". (C.L. Markert ed.). Ac. 
Press N.Y., p.69.
Hutchinson V.H., H.B. Haines y G. Engbretson (1976). Resp. Phy; 
siol. V. 27, p.115.
Itazawa Y. y T. Takeda (1978). Resp. Phys. V.35, p.263.
Ito M . , T. Harada, N. Baba y S. Morikawa (1973). Acta Histochem. 
Cytochem. V. 6 , p.183.
Izquierdo L. (1955). Arch. Biol. Paris. V. 6 6 , p.403.
Jacobsen N.O. (1969). J. Histochem. Cytochem., p.250.
Jacobsen W. (1938).J. Morphol. V.62, p.445. i
Jaeger L.C. (1945). J. Cell. Comp. Physiol. V.25, p.97. '
Job S.V. (1955). Univ. Toronto Biol. Ser. V.61, p.l.
Johnson G.(1978). Biochem. Genetics. V.17, p.499.
Johnson G.B. (1974). Science. V.184, p.28.
Johnson M.S. (1971). Heredity, V.27., p.205.
Johnston I.A. (1974). J. Fish. Biol. V.7, p.459.
Johnston I.A. (1975). Comp. Biochem. Physiol. V.51B, p.235. 
Jones D.R. (1967). Comp. Biochem. Physiol. V.20., p.691.
Jones D.R. (1972).J. Comp, Physiol. V.77, p.356.
Jdrgensen J.B. y T. Mustafa (1980). Comp. Biochem. Physiol. V. 
67B, p.243.
-303-
Kaplan N.O., M.M. Ciotti, M. Hamolsky y R.E. Bieber (1960). 
Science V. 131, p.392.
Kaplan N.O. y T.L. Goodfriend (1964). Adv. Enzyme Reg. V.2, p. 
.2^03.
Kaplan N.O.(1968). Ann.N.Y.Acad.Sci. V.151,p.382.
Kaplan N.O., J. Everse y J. Admiraal (1968). Ann. N.Y. Acad.
Sci. V.151, p.400.
Kaplanskii A.S., G.N. Durnova y V.V. Portugalov (1973). Kosm. 
Biol. Med. V.7, p. 6 .
Karpati G ., S. Carpenter, C. Melmed y A.A. Eisen (1974). J. 
Neurol. Sci. V.23, p.129.
Kean E.L., P.H. Adams, R.W. Winters y R.E. Davies (1961). Bio­
chim. Biophys. Acta. V.54, p.474.
Keller A.J. y T.A. Lyerla (1977). Copeia, 1977, p.691.
Kiesow L.A. (1977). J. Clin. Chem. Clin. Biochem. V.IS, p.449. 
Kiltz H.H., W. Keil, M. Griesbach, K. Petry y H. Meyer (1977).
Hoppe-Seyler's Z. Physiol. Chem. V.358, p. 123. ,
I
Kim H.C., A. D'lorio y W.K. Paik (1966), Can. J. Biochem.V.44, 
p.303.
Kimura M. y T. Ohta (1971). Nature. V.229, p.467.
Kinnula V.L. (1976). Acta Physiol. Scand. V.96, p.417.
Klag J.J. y G.A. Ubbels (1975). Differentiation. V.3., p.15. 
Klar G.T. y C. B. Stalnaker (1979). Comp. Biochem. Physiol. V. 
64B, p.391.
Klar G.T. ,C.B. Stalnaker y T.M. Farley (1979). Comp. Biochem. 
Physiol. V.63A, p.229 y 237.
Klose J., V. Wolf, H. Hitzeroth, H.Ritter, N.B.Atkin y S. Ohno 
(1968). Humangenetin. V.5., p.190.
—304—
Klose J. y H. Spielmann (1975). Biochem. Genetics. V.13, p.
707.
Knoepffler, L.P. (1961). Tesis Doc., Fac. Sci. Univ. Paris.
Koen A.L. y M. Goodman (1969). Biochem. Genetics. V.3, p.457. 
Koen R.K. y W.F. Eanes (1979). En "Isozymes 3". (A.R.Liss ed). 
N.Y., p.185.
Kojima K. (1971). Evolution. V.25, p.281.
Krasnow E.M., W.A. Neill, J.V. Messer y R. Gorlin (1962). J. _ 
Clin, Invest. V.41, p.2075.
Kuffler S.W y E.M. V. Williams (1953). J. Physiol. V.121, p.
318
Kunz Y.W.(1973). Rev. Suisse Zool. V.80, p.431.
Kutty N. (1968). J. Fish. Res. Bd. Can. V.25, p.1689.
Lahoud H., R.K. Prichard, W.R. McManus y P.J. Schofield (1971). 
Int. J. Parasitol. V.l., p.233.
Lannergren J. y R.S. Smith (1966). Acta Physiol. Scand. V. 6 8 , __ 
p. 263.
Lantz L.A. (1947). Proc. Roy. Soc. London. V.134B, p.52.
Latter B.D.H. (1975). Genetics V.79, p.325.
I
Laurent P. (1973). C.R. Acad. Sci. Paris. V. 277, p.1901.
Laurent P. (1975). J. Physiol. Paris. V.70, p.571.
Lavoisier A.L. (1783). Soc. Roy. Med., Mémoires de Medicine et 
Physique Medical. V.5., p. 569.
Lee J. B. (1964). Proc. 5th. Conf. Kidney (J. Metcoff éd.). N.Y 
Nat. Kid. Fond., p.83.
Lehnert T. y H.H. Berlet (1979). Biochem. J. V.177, p^813.
-305-
Lennerstrand A. (1963). Z. Vergl. Physiol. V.20., p.287.
Levins R. (1968). en "Evolution in Changing Environments". Prin 
ceton Univ. Press. Princenton. New Jersey.
Levy P.L. y S.N. Salthe (1971). Comp. Biochem. Physiol.V.39B, p. 
343.
Levy P.L. y S.N. Salthe (1974). Comp. Biochem. Physiol., V.47B, 
p.355.
Lewis M.W. (1970). Copeia, 1970, p.319.
Lewontin R.C. y J.L. Hubby (1966). Genetics. V.54, p.595.
Lillo R.S. (1979). Am. J. Physiol. V.237, p.R-210.
Lim S.T. y G.S. Bailey (1977). Biochem. Genetics. V.15, p.707. 
Lindy S. y M. Raja-Salmi (1966). Science. V.153, p.1401.
Long G.L. y N.O. Kaplan (1968). Science. V.162, p.685.
Long G.L. y N.O. Kaplan (1973). Archs. Biochem. Biophys. V.154, 
p.696.
Long G.L. (1976). Comp. Biochem. Physiol. V.55B, p.77. i
Ldvtrup S. (1959). J. Exp. Zool. V.140, p.383. '
Ldvtrup S. (1978). Biol. Rev. V.53, p.l.
Lowry O.H., N.J. Rosebrough, A.L. Farr y R.S. Randall (1951). J
I
Biol. Chem. V.193, p.265.
Lucotte G. (1977) . en "Le Polymorphisme Biochimique et les Fac 
teurs de son Maintien". (Masson éd.). Paris.
Ludwin S.K., W.H. Northway y K.G. Bensch (1974). Lab. Invest. 
V.31, p.425. /
I
Lush I.E. (1970). Comp. Biochem. Physiol. V.32, p.23.
Lyra L., I. Faulhaber, H. Erlèr y E. Kleine (1976). Comp. Bio­
chem. Physiol. V.55B, p.31.
—306—
Maeger M., W.F. Blatt, P.J. Natale y C.M. Blatteis (1968). Am. 
J. Physiol. V.215, p. 8 .
Maillet M. (1975). "Abrégé de Cytologie". (Masson éd.). Paris 
p. 130 y 160.
Makkonen M. , I. M. Penttila y 0. Castrén (1980). Acta Obstet. 
Gynecol. Scand. V.59, p.97.
Malamed S. (1958).Biol. Bull. V.114, p.226.
Mangia F . y C.J. Epstein (1975). Dev. Biol. V.45, p.211.
Mangia F ., R.P. Erickson y C.J. Epstein (1976). Dev. Biol. V. 
54, p.146.
Markert C.L. y F.Mdller (1959). Proc. Nat. Acad. Sci.US. V.45, 
p.753.
Markert C.L. e I. Faulhaber (1965). J. Exp. Zool. V.159, p.319. 
Markert C.L. Y. Masui (1969). J. Exp. Zool. V.172, p. 121. 
Markert C.L. (1975). en "Isozymes I" (C.L. Markert ed.). Ac. _
Press. N.Y., p.l. ,
I
Markert C.L., J.B. Shaklee y G.S. Whitt (1975). Science. V.Ï89,
p. 1 0 2 .
Marshall M.J., F.E. Neal y D.M. Goldberg (1979). Brit. J. Can--
I
c a r .  V.40,p.380.
Massaro E.J. y C.L. Markert (1968). J. Exp. Zool. V.168, p.223. 
Masters C.J. y R.S. Holmes (1975). en "Haemoglobin, Isoenzimes 
and Tissue Differentiation". (A. Neuberger ed.). North. Holland 
American Elsevier. I
i
Masters C.J. (1978). Mech. Ageing Develop. V.7, p.455.
McCord J.M., B.B. Keele e I. Fridovich (1971). Proc. Nat. Acad. 
Sci. V. 6 8 , p.1024.
-307-
McCutcheon F.H.(1936). J. Cell. Comp. Physiol. V. 8 , p.63. 
McCutcheon F.H. y F.G. Hall (1937). J. Cell. Comp. Physiol. V.
9, p.191.
Mckenzie D. y A.R. Henderson (1974). Clin. Chem. V.20, p.1462. 
McMillan P.J. (1967). J. Histochem. Cytochem. V.15, p.21.
Melnick R.L. y H.O. Hultin (1973).J. Cell. Physiol. V.81, p. _ 
139.
Mendelssonh H. y H.Steinitz (1943). Copeia,1943,p. 231.
Merritt R.B.(1972). The Amer. Naturalist. V.196, p. 173.
Messelt E.B. y A.S. Blix (1976). Comp. Biochem. Physiol. V.53B. 
p.77.
Milsom W.K. y D.R. Jones (1977). Separ. Exper. V.33, p.1167. 
Montamat E.E. y A. Blanco (1976). Exp.Cell. Res. V.103, p.241 
Morrison W.J. y J.E. Wright (1966). J. Exp. Zool. V.163, p.259. 
Morrison W.J. (1970). Trans. Am. Fish. Soc. V.99, p.193.
Moyer F.H., C.B. Speaker y D.A. Wright (1968). Ann. N.Y. Acad.
I
Sci. V.151, p.650. '
Musick W.D.L. y M.G. Rossmann (1971). J. Biol. Chem. V.254., 
7621.
Mustafa M.G. y D.F.Tierney (1978). Am. Rev. Respir. Dis. V. 118,
p. 1061.
Nakano E. y M. Hasegawa (1971). Devel. Growth Differ. V.13, p. 
351.
Nance W.E., A. Claflin y G. Smithies (1963). Science V.142, p. 
1075.
Nedham J. (1932). Proc. Roy. Soc. V.B-112, p.114.
Neil E.,L.Strom y Y. Zotterman (1950).Acta Physiol.Scand.V.20, 
p.338. I
-308-
Neter J. y W. Wasserman (1976). (R.D. Irwin, INC). 6 a. ed. 
Homewood, Illinois.
Nishikimi M . , N.A. Rao y K. Yagi (1972). Biochem. Biophys. Res. 
commun. V.46, p.849.
Nohl H. y D. Hegner (1978). Eur. J. Biochem. V.82, p.563.
Novoa W.B., A.D. Winer, A.J. Glaid y G.W. Schwert (1959). J.
Biol. Chem. V.234, p.1143.
Odense P.H., T.C. Leung, T.M. Allen y E. Parker (1969). Bio-- 
chem. Genet. V.3, p.317.
Odense P.H. y T.C. Leung (1975). en "Isozymes III". (C.L. Mar­
kert ed.). Ac. Press, N.Y., p.485.
Odense P.H., C.M. Morrison y P. Rombough (1978). Can J. Zool. 
V.56, p.2312.
Ogihara M. (1975). en "Isozymes II" (C.L. Markert ed.). Ac. Press 
N.Y., p.157.
Ohel 0. y M. Katz (1979). Am. J. Obstetr. Gynecol. V.135, p .149.
I
Ohno S., V.Wolf y N.B. Atkin (1968). Hereditas. V.59, p.169.'
Ohno S. (1970). "Evolution by Gene Duplication". Springer- V^rgag 
Heidelberg.
Ornstein L. (1964). Ann. N.Y. Acad. Sci. V.121, p.321.
Otero C.,R. Brabo, C. Rodriguez, B.Paz y J.E. Allende (1978).
Dev. Biol. V.63, p.213.
Ouedraogo M.L. y M.T. Ch.- Le Foulgoc (1973) C.R. Acad. Sci. Pa­
ris. V.276, p.1749. I
Packer L. y K. Fuehr (1977). Nature V.267, p.423.
Page L.M. y G.S. Whitt (1973): Comp. Biochem. Physiol. V.44B, p. 
611.
-309-
Page S.G. (1965). J. Cell. Biol. V.26, p.477.
Palcich L . (1957). Bolletino di Zoologia V. XXIV, p.609. 
Papaconstantinou J. y S.P. Colowick (1961). J. Biol. Chem. V. 
236, p.278.
Pasteels J. (1936). Arch. Biol. V.47, p.252.
Peachey L.D. y A.F. Huxley (1962). J. Cell. Biol. V.13, p.177. 
Pelouch V., B. Ostâdal., D. Urbanovâ, J. Prochazka, J. Ressl y 
J. Widimsky (1980). Physiologica Bohemoslovaca. V.29, p.313. 
Penney D.G. (1974). Biochim. Biophys. Acta V. 358, p.21.
Peris B. (1977). Memoria de Licenciatura. Fac. Biol. Univ. Com 
plutense. Madrid.
Pesce A., T.P. Fondy, F.E. Stolzenbach, D. Castillo y N.O. Ka­
plan (1967). J. Biol. Chem. V.242, p.2151.
Philipp D.P. y G.S. Whitt (1977). Dev. Biol. V. 59, p.183.
Place A.R. y D.A. Powers (1978). Biochem, Genetics. V.16, p.577 
Plageman P.G.W., K.F. Gregory y F. Wroblewski (1960). J. Biol.
I
Chem. V.235, p.2288. '
Pokrovsky A.A. y K.A. Kornikov (1969). Vop. Med. Khimii. V.15, 
p. 382.
Ponti V., M.V. Dianzani, K. Cheeseman y T.F. Slater (1978). ' 
Chem. Biol. Interactions. V.23, p.281.
Powell J.R. (1975). en "Isozymes IV" (C.L. Markert ed.). Ac. 
Press N.Y., p.9.
Prasad R., N. Prasad y S.S. Tevethia (1972). Science. V.178, p.
'
Prasad R., M.M. Romsdahl., C.R. Shaw, D.M. Mumford y J.L. Smith
(1974). Cancer Res. V. 34, p.1435.
- 310^
Prasad R., A. Werch y R.H. Kaufman (1977). Am. J. Obst. Ginecol. 
V. 129, p.104.
Pullin R.S., D.J. Morris, C.R. Bridges y R.J.A. Atkinson (1980). 
Comp. Biochem. Physiol. V.66A, p.35.
Putnam R.W. (1979). Physiol. Zool. V.52, p.509.
Rabow L., B. Hebbe y G. Liedén (1971). Acta Chir. Scand. V.137, 
p.305.
Rabow L. (1972). Scand. J. Rehab. Med. V.4, p.90.
Rabow L. y G. Tibbling (1975). Acta Neurochir. V.32, p. 199. 
Rabow L. y K. Kristenson (1976). Acta Neurochir. en "Linkoping 
Univ. Medical Dissertations". V.41, p.l .
Randall D.J. y G. Shelton (1963). Comp. Biochem. Physiol. V.9, 
p.229.
Randall D.J., G. F. Holeton y E.D. Stevens (1967). J. Exp. Biol. 
V.46, p.339.
Randall D.J. (1977). en "Animal Physiology" (R.O. Eckert ed<).
I
Chap. 14. '
Rapola J. y 0. Koskimies (1967). Science V.157, p.1311.
Rethore M.O., J.C, Kaplan, C. Junieon, J. Cruveiller, B. Dutri-
I
llaux, A. Aurias, S. Carpentier, J. Lafourcade y J. Lejeune
(1975). Ann. Genet. V.18, p.81.
Rethore M.O., C. Junien, A. Aurias, J. Couturier, B. Dutrillaux, 
.
J. C.Kaplan y J. Lejeune (1980). Ann. Genet. V.23, p.35. 
Reverberi G . (1964). Rev. Suisse Zool. V.71, p.203.
Riggs A. (1951). J.Gen. Physiol. V.35, p.23.
Robertson F.W. y E.C.R. Reeve (1952). Nature. V.170, p.286.
-311-
Roofe P.G. (1961). Anat. Rec. V.140, p.337.
Rose F.L. y R.B. Drotman (1967). J. Exp. Zool. V.166, p.427. 
Rose F.L., D. Armentrout y P. Roper (1971). Herpetologica. 
V.27, p.101.
Roubaud P., H.H.Boulekbache, Ch. Devillers y C. Joly (1976). 
C.R. Acad. Sci. Paris. V.283, p.1543.
Sacks J., R.V. Ganslow y J.T. Diffees (1954). Amer. J. Physiol 
V.177, p.113.
Salthe S.N., O.P. Chilson y N.O. Kaplan (1965). Nature. V.207, 
p.723.
Salthe S.N. (1965). Comp. Biochem. Physiol. V.16, p.393.
Salthe S.N. (1969). Biochem. Genet. V.2, p.271.
Salthe S.N. y E. Nevo (1969). Biochem. Genet. V.3, p.335. 
Salthe S.N. y J.S. Mecham (1974). en "Physiology of the Amphi­
bia- II" (B. Lofts éd.). Ac. Press. N.Y. London.
Salthe S.N. (1975). en "Isozymes IV". Ac. Press N.Y., p.665. 
Salvat (1968). "Enciclopedia de Ciencias".V.5, p.134. 
Sarkweather W.H., L. Cousineau, H.K.Schoch y C.J. Zarafonetis 
(1965). Blood. V.26, p.63.
Sasaki F . (1973). Zool. Mag. V.82, p.244.
Sasaki F . (1974). Acta Histochem. Cytochem. V.7, p.239.
Sasaki F . (1977). Acta Histochem. Cytochem. V. 10, p.413.
Sasaki F . (1979). Acta Histochem. Cytochem. V.12, p.125.
Sassaman C. y R.M. Yoshiyama (1979). The J. Heredity. V.70, p. 
329.
Satchell G.H. (1961). J. Exp. .Biol. V.38, p.531.
-312-
Satchell G.H. (1971). "Circulation in Fishes". Cambridge Univ. 
Press.
Savage R.M. (1935), Linn. Proc. Zool. Soc. (Lond.). p.605. 
Schmidt-Nielsen (1976). "Fisiologîa Animal". (Omega ed.). Bar­
celona.
Schoenenberger G.A. y B.C. Wacker (1966). Biochemistry. V.5, p. 
1375.
Scholander P.P., L. Irving y S.W. Grinell (1942). J. Biol. Chem. 
V.142, p.431.
Schdttler U. y G. Wienhausen (1981). Comp. Biochem. Physiol. 
V.68B, p.41.
Schroeder J., R. Upson y M. Chvapil (1975). Exp. Cell. Res. V. 
94, p.227.
Schultz G.A. y L.W. Browder (1975). Biochem. Genet. V.13, p.663 
Schulz H. (1958). Beitrague Zur Pathol. Anat. V.119, p.45.
Schwab M . , M.R. Ahuja y F. Anders (1976). Comp. Biochem. Phy­
siol. V.54B, p.197. 1
Schwantes A.R., M.L. B. Schwantes y W. Becak (1969). Rev. Brps. 
Pesquisas Med. Biol. V.2, p.41,
Selander R.K., W.G. Hunt y S.Y. Yang (1969). Evolution. V.25, 
p.379.
Selander R.K. (1976). en "Molecular Evolution" (F.J. Ayala ed.) 
Sinauer Assoc. INC, Massachusetts.
Sensabaugh G.F. y N.O. Kaplan (1972). J. Biol. Chem. V.274, p. 
585.
Sentein P. (1976). Microscopica Acta. V.78, p.427.
Seymour R.S. (1973). Copeia. V.l;, p.103.
—313—
Shaklee J.B., K.L. Kepes y G.S. Whîtt (1973). J. Exp. Zool, V. 
185, p.217.
Shaklee J.B., M.J. Champion y G.S. Whitt (1974). Dev. Biol. V. 
38, p.356.
Shaklee J.B., J.A. Christiansen, B.D. Sidell, C.L. Prosser y 
G.S. Whitt (1977). J. Exp. Zool. V.201, p.l
Shaklee J.B. (1975). en "Isozymes I" (C.L. Markert éd.). Ac. 
Press. N.Y., p . 101.
Shaw C.R. y E. Barto (1963). Proc. Nat. Acad. Sci.U.S. V.50,
p. 211.
Shekhtman A.B. (1978). Vaprosi Virusologui. V.5, p.602.
Sherr C.J. (1968). J. Exp. Zool. V.169, p.287.
Shertzer H.G. y J. Cascarano (1972). Amer. J. Physiol. V.223, 
p. 632.
Short S., E. W. Taylor y P.J. Butler (1979). J. Comp. Physiol.
V. 132, p.289. ,
Shoubridge E.A., J.E. Carscaden y W.C. Legett (1976). Comp. Bio 
chem. Physiol. V.53B, p.357,
Shoubridge E. y P.W. Hochachka (1979). Int. Congr. Biochem. V.
I
13, p.R-123.
Shows T.B., E.J. Massaro y F.H. Ruddle (1969). Biochem. Genetics 
V.3, p.525.
Skilleter D.N. y E. Kun (1972). Arch. Biochem. Biophys. V.152, 
p. 92. I
Simkiss K. (1968). Amer. J. Physiol. V.214, p.627.
Simon L.M., E.D. Robin, R.E. Elsner, A. Vankessel y J. Theodo­
re (1974). Comp. Biochem. Physiol. V.47, p.209.
—314—
Smith C.H. y J.M. Kissane (1963). Devel. Biol. V.8, p.151.
Smith M.J. y A.G. Heath (1980). Comp. Biochem. Physiol. V.66B,
p.267.
Somer H., M. Donner y J. Murros (1973). Arch. Neurol. V.29, 
p. 543.
Springell P.H. y Lynch T.A. (1976). Anal. Biochem. V.74, p.251. 
Stamato T.D. y C. Jones (1977). Somatic Cell Genetics. V.3, p. 
639.
Stambaugh R. y D. Post (1966). J. Biol. Chem. V.241, p.1462.
Stenger V.G. y T.H. Maren (1974). Comp. Gen. Pharmacol. V.5, p.
23.
Stinson S. (1980). Am. J. Phys. Anthrop. V.52, p.377.
Storey K.B. (1977). Comp. Biochem. Physiol. V.56B, p.181.
Stuart L.C. (1951). Copeia, 1951, p.220.
Sze L.C. (1953). J. Exp.Zool. V.122, p.577.
Szymura J.M. y A. Swies (1979). Genet. Polonica. V.20, p.415. 
Takamoto K. (1968). Zool. Mag. V.77, p.185,
Tappel A.L. (1973). Fed. Proc. V.32, p.1870.
Taylor A.C. y J.J. Kollros (1946). Anat. Rec. V.94, p.7.
Taylor S.S., S.S. Oxley, W.S. Allison y N.O. Kaplan (1973). 
Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. V.70, p.1790.
Taylor E.W., S. Short y P.J. Butler (1977). J. Exp. Biol. V.70, 
p. 57.
Tereschenko I.P., V.l. Boikova y S. Zaretskaya (1975). Biulet. 
Experimentalnaya Baiologîa. V.12, p.76.
Thorogood P.V. y B.K. Hall (l976). J. Embr. Exp. Morph. V.36, p 
305.
- 315-
Tomilin A.G. (1967). Cetacea IX.
Tramer E.J. (1977). Am. Midi. Nat.. V.97, p.469.
Trinkaus J.P. (1973). Dev. Biol. V.30, p.68.
Tsygankov A.P., L.N. Bandurko y L.B. Tsodikova (1971). Arkh.
Pat. V.33, p.73.
Ultsh G.R. (1976). en "Respiration of Amphibious Vertebrates". 
(Hughes G.M. ed.). Ac. Press. London, p.287.
Urbani E. (1962). Advan. Morphogenesis. V.2, p.61.
Utter P.M. y H.O. Hodgins (1969). J. Exp. Zool. V.172, p.59.
Utter P.M. y H.O. Hodgins (1972). Trans. Am. Fish. Soc. V.lOl, 
p.494.
Valero P., M. Alonso, J. de Costa y B. Peris (1977), III Bienal 
de la Real Sociedad Espanola de Historia Natural. Granada. 
Vandenheuvel F.A. (1963). J. Am. Chem. Soc. V.40, p.455.
Van der Laarse A., H.A. Davids, L. Hollaar, E.J. M. Van der Valk,
S.A.G.J. Witteveen y W.Th. Hermens (1979). Brit. Heart J. V.41,
I
p.66D. i
Varughese K.J., N.B. Schwartz y H. Ankel (1977). J. Biol. Chbm. 
V.252, p.6707.
Vergnes H . , P.R. Moret y F. Duchosal (1976). Enzyme. V.21, p.66. 
Vesell E.S. (1965). Science V.150, p.1590.
Vesell E.S. y P.E. Pool (1966). Proc. Nat. Acad. Sci. USA. V.55, 
p.756.
Vesell E.S. (1975). en "Isozymes II". (C.L. Markert ed.). Ac.
I
Press. N.Y., p.l.
Viono-Yasenetskii, A.V. (1960). Clearing House Fed. Sci. Tech. 
Inf. (Springfield, TT-6--51068).
—3l6—
Vogel P. y P.S. Chen (1976). Experientia. V.32, p.304.
Vonwyl E. y M. Fischberg (1980). J . Exp. Zool. V.211, p.281.
Vos J., F . Bernaerts, I. Gabriels y W.Decleir (1979). Comp. Bio 
chem. Physiol. V.62A., p.545.
Wachsmuth E.D., G . Pfleiderer y T. Wieland (1964). Biochem Z. 
V.340, p.80.
Wachtlova M . , V. Mares y B. Ostadal (1977). Virchows Arch. B. 
Cell. Path. V.24, p.335.
Waddington C.H., J. Needham y J. Brachet (1936). Proc. Roy. Soc 
V.B120, p.173.
Wade M. y F.L. Rose (1972). Copeia, 1972, p.889.
Walden R. y C.M. Schiller (1980). Biol. Neonate. V.38, p.146. 
Waldovgel H. (1965). Wilhelm Roux Arch. Entw. Mech. Org. V.156,
p. 20.
Wall D.A. y A.W. Blacker (1974). Dev. Biol. V.41, p.97.
Wallace R.A., R.A. Deufel y Z. Misulovin (1980). Comp. Biochem.
I
Physiol. V.65B, p.151. I
Warburg 0. (1956). Science V.123, p.309.
Ward R.T. (1962). J. Cell. Biol. V.14, p.303.
Wares W.D. y R. Igram (1979). Comp. Biochem. Physiol. V.62A, p. 
351.
Wassersug R.J. y E.A. Seibert (1975). Copeia, 1975, p.86. 
Watanabe K.(1969). Acta Anat. Nippon. V.44, p.80.
Watanabe K. y F. Sasaki (1974). Cell. Tiss. Res. V.155, p.321. 
Weber R.E., G . Lykkeboe y K. Johansen (1975). Life Sci. V.17, p 
1345.
-317-
Weber R.E., S.C. Wood y B.J. Davis (1979). Comp. Biochem. Phy­
siol. V.62A., p.125.
Weigmann D.L. y R.Altig (1975). Comp. Biochem. Physiol. V.50A,
p. 681.
Wenz L., G. Duaneg y D. Acosta (1975). Res. Commun. Chem. Pathol 
Pharmacol. V.12, p.173.
Wheat T.E. y E. Goldberg (1975). en "Isozymes III". (C.L. Mar-- 
kert ed.). Acad. Press. N.Y., p.325.
Wheat T.E. y E. Goldberg (1977). J. Exp. Zool. V.202, p.425. 
m i t t  G.S. (1970). J. Exp. Zool. V.175, p.l.
Wiebe A.H. y A.M. Mcgavock (1932). Trans. Am. Fish. Soc. V.62, 
p.267.
Wieme R.J. y Y. Van Maercke (1961). Ann. N.Y. Acad. Sci. V.94, 
p.898.
Wijhe M. , M.G. Blanchaer y W.R. Jacyk (1963) . J. Histochem. C}r 
tochem. V.ll, p.505.
Wilkinson J.H. y S.J. Walter (1972). Enzyme. V.13, p.170. 1
Wilson A.C., N.O. Kaplan, L. Levine, A, Pesce, M. Reichlin y 
W.S. Allison (1964). Fed. Proc. V.23, p.1258. .
Wilson F.R., G.S. Whitt y C.L. Prosser (1973). Comp. Biochem. 
Physiol. V.64B, p.105.
Wintrebert P. (1933). Archs. Zool. Exp. Gen. V.75, p.501. 
Woerdeman M.W. (1933a). Koninkl. Ned. Akad. Wetenschap. Proc. 
V.36, p.189. j
i
Woerdeman M.W. (1933b). Koninkl. Ned. Akad. Wetenschap. Proc. 
V.36, p.423.
— 318—
• Wolf S.L. (1972). "Biology of the Cell". Wadsmorth Pub. Co. Bel^ 
mont C.A., p.68.
Wolvekamp H.P. (1932). Z. Vergleich Physiol. V.16, p.l.
• Wood S.C. y K. Johansen (1972). Nature New Biology. V.237, p.278
■ Wood S.C. (1980). Amer. Zool. V.20, p.163.
Woodring J.P., C.W. Clifford, R.M. Roe y B.R. Beckman (1978).
J. Insect. Physiol. V.24, p.499.
Wright D.A. (1964). Am. Zool. V.4, p.397.
Wright D.A. y F.H. Moyer (1966). J. Exp. Zool. V.163, p.215.
Wright D.A. y F.H. Moyer (1968). J. Exp. Zool. V.167, p.197.
Wright D.A. y F.H. Moyer (1973) . Comp. Biochem. Physiol. V.44B.,
p.1011.
Wright D.A. (1975). en "Isozymes IV". (C.L. Markert ed.), Ac. __ 
Press N.Y., p.649.
• Wright J.E., J.R. Heckmann y L.M. Atherton (1975). en "Isozymes 
III" (C.L. Markert ed.). Ac. Press. N.Y., p.375.
■ Wroblenski F . y K.F. Gregory (1961). Ann. N.Y. Acad. Sci. V.94, 
p.912.
Wuntch T., E.S. Vesell y R.F. Chen (1969). J. Biol. Chem.V.244,
p.6100.
Wuntch T. y E. Goldberg (1970). J. Exp. Zool. V.17, p.233.
Wuntch T., R.F. Chen y E.S. Vesell (1970). Science V.167, p.63. 
Yam J., L. Frank y R.J. Roberts (1978). Pediatr. Res. V.12, p. 
115.
Yamamura K., Z. Ogita y C.L. Markert (1979). J. Exp. Zool. V. 
208, p.271.
-319-
Yamashita S., N. Yamamoto y K. Yasuda (1970). Acta Histochem. 
Citochem. V.12, p.125.
Yamawaki H. y H. Tsukuda (1979). Comp. Biochem. Phys. V.62B, 
p.89.
Yasmineh W.G., G.A. Ibrahim, M. Abbasnezhad y E.A. Awad (1978). 
Clin. Chem. V.24, p.1985.
Yorio T., E. Cruz y P.J. Bentley (1979). Comp. Biochem. Physiol 
V.62B, p.123.
Zinkham W.H., A. Blanco y L. Kupchyk (1964). Science, V.144, 
p.1353.
Zinkham W.H, (1969). Science V.164, p.185.
Zinkham W.H., I. Isensee y J.H. Renwick (1969). Science. V.164, 
p.185.
